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© Vecteura d'expresalon de I'hirudine, cellules transform*** et precede de preparation de I'hirudine. 

© La presente invention concerne un vecteur de clonage et 
d'expreaaion dana une cellule hOte de I'hirudine ou d'un \ 
analogue de I'hirudine, caracterise en ce qu'il comporte le I 
gene codant pour I'hirudine ou un analogue de I'hirudine et 
les elements d'expreaaion de ce gene dana ladhe cellule j 
"note, ledit gene codant debutant, apres la sequence de 
depart par un codon ile et un codon thr. 
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VECTEURS D ' EXPRESSION DE L' HIRUDINE, CELLULES TRANSFORMEES 
ET PROCEDE DE PREPARATION DE L' HIRUDINE - 

La prfesente invention concerne des vecteurs 
de clonage et d' expression de la sequence d 'ADN codant 
pour une hirudine ou des analogues de l 1 hirudine, des 
microorganismes transform§s par ces vecteurs et des 
proc§d£s permettant d'_obtenir par fermentation une hirudine 
ainsi que 1' hirudine obtenue . 

L f activity anti-coagulante qui se trouve dans 
les glandes salivaires des sangsues m§dicinales , Hirudo 
medicinalis , provient" d • un petit polypeptide que l'on 
appelle 1' hirudine. Cet inhibiteur trfes specif igue et tr€s 
efficace de la thrombine a 6t6 largement 6tudi§ ces derniers 
temps car il repr§sente potentiellement un agent th§rapeu- 
tique trfes intfiressant. Toutefois, la difficult^ extreme 
et le coflt de son isolation et de sa purification ont 
empSchg qu'il soit utilis§ plus largement , ou mSme qu'il 
puisse 6tre 6tudiS sur le plan clinique ; le codt de la 
mati&re est de l'ordre de 1 300 a 1 600 francs (1983) pour 
2 000 U. 

La prfesente invention concerne un moyen pour 
la production de 1' hirudine par le clonage des gdnes et 
leur expression grace 3 la technique des ADN recombinants 
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dans une cellule note heterologue afln d'obtenir une 
grande quantite de polypeptide ayant lea proprietes 
blologiquea de l'hlrudine. 

Le polypeptide avec une activite anti- 

5 thrombinique obtenu & partir des glandes aalivaires de 

sangsues a ete isole pour la premiere foia au milieu 
de 1950 (1, 2). Cette proteine appelee hirudine a ete 
purifiee a partir des tetes de sangsues environ 650 fois 
pour obtenir une activite specif ique de 8 500 unites par 

0 milligramme. 

Le poids molficulaire de la proteine etait 
alors estime a environ 16 OOO, cette proteine Stait stable 
a la denaturation par la chaleur et presentait un point 
isoelectrique de 4,8. Lors d'une electrophorese sur papier, 
5 le produit purifie migre sous forme d'une bande unique et 

1* analyse d 1 amino- acide indique que la matiere est tres 
riche en amino-acide acide, l'acide aspartique et 1' acide 
glutamique . 

Des etapes de purification complementaires (3) 
D augmentent 1' activite specif ique jusqu'3 lO 400 U/mg et 

l'isoleucine a et€ identifiee comme etant 1 • amino-acide 
N-terminal (3, 4). 

On a pu demontrer que 1' activity de l' hirudine 
r§sistait 3 la digestion avec des enzymes proteolytiques : 
5 plasmine, chymotrypsine A et trypsine, mais etait sensible 

a la digestion par la papalne, la pepsine et la subtilo- 
peptidase A (3) . 

Le poids mol€culaire estimg est maintenant 
quelque peu inffirieur a ce qu'il §tait dans les documents 
) initiaux, on consid&re que ce poids mol#culaire est de 

l'ordre de lO OOO daltons et la premiere estimation de 
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la constante de dissociation du complexe thrombine-hirudine 
1:1 (0,8 x 10~ 10 ) indique une association extrfemement forte 
entre ces molScules (5) . Pour des raisons pratiques, le 
complexe non-covalent entre ces deux molecules peut fitre 
5 considers comme non-dissociable in vivo 

Le mficanisme d' action de l'hirudine comme 
anti-coagulant commence seulement a fitre compris (5) . 
Le substrat pour la fixation de l'hirudine est la thrombine, 
qui est une enzyme prot§oly tique , qui, par activation 
0 (par le facteur X activfi) a partir. de sa forme zymogfene, 

la prothrombine , coupe le fibrinogfene dans le flux circu- 
latoire pour le transformer en fibrine qui est n§cessaire 
pour la formation du caillot de sang. 

L'hirudine est un inhibiteur trSs sp§cifique 
.5 de la thrombine et r§agit plus rapidement avec la thrombine ■ 

que le fibrinogfine. En outre, il n'est pas nScessaire 
d' avoir d'autres facteurs de coagulation ou d'autres cons- 
tituants du plasma. L ' interaction entre les deux molecules 
est au moins en- partie due a leur interaction ionique 
20 car 1 '^cStylation des groupes amino libres de la thrombine 

produit une perte de la fixation d'hirudine. En outre, 
l'hirudine se fixe dans les m&nes sites que ceux qui sont 
occupSs par la f ibrinopeptide et non pas sur les sites 
actifs de la thrombine car la thrombine acStyl§e conserve 
25 son activity esterase qui n'est pas inhibSe par l'hirudine 

et car la thrombine trait§e avec DFP (diisopropyl f luoro- 
phosphate) qui phosphoryle les centres actifs de la serine 
dans la thrombine continue a fixer l'hirudine. 

Le d§veloppement suivant dans l'fitude de 
30 l'hirudine a 6t6 la mise au point d'un proc€d§ pour extraire 

l'hirudine a partir de la sangsue entifere (16) au lieu du 
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proc€dfi trfes deiicat consistant 3 diss6quer la tfite de 
1' animal* Le produit final obtenu par ce proc§d§ a une 
activite biologique sixnilaire 3 celle de I'hirudine 
obtenue 3 partir des tetes mais prSsente une activity 
sp6cifique de 6 500 unites anti-thrombine par milligramme. 

La taille estim6e de ce compose d€termin€e 
par sedimentation 3 l'Squilibre est de 12 OOO, mais 
la difference isportante entre cette preparation et les 
preparations prficedentes est que l'on a identifie la 
valine comme 1 1 amino- acide N-terminal au lieu de l'iso- 
leucine qui avait ete trouvee 3 l'origine. La cause de 
cette difference avait ete apparemment expliquee lorsque 
l'on a mis en evidence que le second element de l'extremite 
N-terminale se trouvait fitre de la valine , comme le dansyl 
dipeptide val-val est resistant 3 l'hydrolyse acide, on a 
tout d'abord pens6 (7) que l'extremite N-terminale initiale 
avec un dipeptide val-val avait ete confondue avec le 
d€riv6 isoleucine, car ces composants ne sont pas bien 
r€solus par la separation chromatographique utilisee, 

Une preparation d'hirudine 3 partir de 1' animal 
entier a ete utilisee pour determiner la sequence d'amino- 
acide de la proteine (8, 9) qui est representee I la 
figure 1. II apparalt qu'il n'y a pas d* hydrate de carbone 
attache 3 l'hirndine, mais qu'3 la position 63 le residu 
tyrosine est raodifie par un groupe ester O-sulfate. 

La fonction de cette modification n'est pas 
connue mais il est significatif qu'une modification 
similaire figure egalement dans le f ibrinopeptide B d*un 
grand nombre d'esp&ces animales (9) . 

Une etude r6cente (10) a demontre que lorsque 
l'on fait complfetement disparaltre 1* ester sulfate, on 
reduit 1" activite 3 seulement 55 % de 1' activite de 
l'hirudine initiale. 
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Le problfeme de la nature de I'extr&mite N de 
I'hirudine s'est pose & nouveau dans les etudes (12, 13) 
qui semblent indiquer que deux formes diff§rentes d 1 hirudine 
existent. Une forme fi activite faible appeiee pseudo- 
hirudine, dont on pense qu'elle a 6t§ extraite des corps 
de sangsues, avec la sequence val-val S I'extrSxnitS 
N-terminale; une forme predominante dans les tStes qui 
serait trSs active et qui pr§senterait un radical isoleucine 
3 son extrfimitS N-terminale. 

L* activite anti-thrombinique specif ique et 
trSs importante de 1' hirudine indique immediatement une 
application clinique, c 'est-a-dire celle d'un anti-coagulant, 
L 1 hirudine a 6t§ etudi€e de fa^on trls importante 
chez 1' animal pour ses propri§t§s anti-coagulantes . L 1 etude 
la plus dfitaillfie (14) decrit I 1 activite de l f hirudine 
dans la prevention des thromboses veineuses, des occlusions 
vasculaires et des coagulations intra-vasculaires disseminees 
(DIC) dans le rat. L f hirudine est bien toieree par les rats, 
les chiens, les lapins et les souris lorsqu'elle est "sous 
forme trfes purifiSe et injectee par voie intraveineuse. 
La DL 5£) dans les souris est supSrieure ,500 OOO U/kg de poids 
corporel (c 'est-3-dire 60 mg/kg) . Une autre etude (15) 
indique que les souris tolferent des doses allant jusqu'a 
1 g par kg et que les lapins tolSrent 5 la fois par voie 
intraveineuse et par voie subcutanSe jusqu'S lO mg/kg. 
Dans les souris, des injections rep§tees pendant une 
periode de deux semaines ne conduisent pas a des reactions 
de sensibilisation. Deux autres etudes independantes , l'une 
utilisant les chiens (16) et 1 'autre (17) demontrant 
l 1 activite de 1* hirudine dans la prevention des DIC dans 
les rats, tombent en accord avec les resultats positifs de 
Markwardt et de ses collaborateurs . 
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On a aussi pu dfimontrer que l'hirudine previent 
les endotoxines induits par les DIC dans les cochons et 
ainsi constitue une solution potentielle aux problSmes 
trfes s€rieux pos€s par les endotoxinSmies qui conduisent 
5 & une mortalite §lev§e chez les cochons. En outre , l'hirudine 

chez 1' animal experimental est rapidement eiimine (demi-vie 
de l'ordre de 1 heure) encore sous forme biologiquement 
active par 1 1 intermfidiaire des reins. 

Cette 6tude suggfere que I'hirudine peut cons- 
D tituer un agent clinique intCressant comme anti-coagulant. 

En outre, la prS-phase de coagulation du sang n'est pas 
affectSe compte tenu de la haute specif icite de 1* action 
de I'hirudine, l'activite anti-thrombinique est dfipendante 
de la dose et l'effet de l f hirudine est rapidement reversible 
5- compte tenu de son elimination rfenale rapide. On a pu mettre 

en evidence que l'hirudine est trfes supSrieur S l'hfeparine 
pour le traitement des DIC (14, 17) comme cela pouvait 
etre attendu compte tenu du fait que la DIC est accompagn§e 
par tine dScroissance de l'anti-tfcrombine III (un co-facteur 
0 necessaire pour l f action de l'heparine) et un relarguage 

du f acteur de plaquette 4 qui est un agent trSs ef f icace 
anti-heparine. 

L'une des etudes a mis en evidence la possibilite 
que l'hirudine puisse etre absorbee par la peau des Stres 
15 humains (19) bien que les r6sultats obtenus restent quelque 

peu difficiles & interpreter. 

Des preparations commerciales d'extraits de 
sangsues bruts sont disponibles (HirucrSme, Exhirud-Blutgel) , 
mais des tests compl€mentaires avec des doses plus impor- 
i0 tantes d'une matiSre hautement purifiee sont n€cessaires 

pour etablir s'il s'agit ISl d'une voie d f administration 
intfiressante. 
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De facon generale, les voies d' administration 
preferees sont les voies intra-veineuses, intra-musculaires 
et la voie percutanee. D'autres voies d 1 administration 
ont ete rapportees pour l'hirudine, notamment la voie 
orale (BSM 3 792 M) . 

Ce produit peut egalement, en combinaison avec 
d'autres composants, etre utilise dans le traitement du 
Psoriasis et d'autres d§sordres cutangs du m6me type comme 
cela est dScrit dans le DOS 2 lOl 393. 

L'hirudine peut fitre en outre utilis£e a titre 
d 1 anti-coagulant dans les tests cliniques en laboratoires 
et coxnme outils de recherche. LS, la haute specif icite 
pour une €tape unique dans la coagulation du sang peut 
presenter un avantage considerable par rapport aux anti- 
coagulants utilises le plus gSnSralement avec une action 
qui est beaucoup moins spScifique. 

En outre, l'hirudine peut Stre trSs utile comme 
agent anti-coagulant dans les circuits extra-corporels et 
dans les systSmes de dialyses oil elle.peut presenter des 
avantages considerables par rapport aux autres anti- 
coagulants , en particulier s'il peut etre immobilise sous 
forme active sur la surface de ces systSmes circulatoires 
artif iciels . 

Finalement, 1 'utilisation de l'hirudine marquee 
peut constituer une methode simple et efficace pour mesurer 
les taux de thrombine et de prothrombine . 

En resume, l'hirudine pr6sente un grand nombre 
d' applications possibles : 

1°) comme anti-coagulant dans des conditions thrombotiques 
critiques pour la prophylaxie et la prevention de 
1' extension des thromboses existentes ; 
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2°) comme anti-coagulant pour r§duire les hfematomes et 

les enf lures aprfes les micro-chirurgies , car il est 

fait une utilisation importante de sangsues vivantes ; 
3°) comme anti-coagulant dans des syst&mes de circulation 

extra -corpore lies et comme agent anti-coagulant pour 

revfitir des biomatSriaux synthfetiques ; 
4°) comme anti-coagulant dans les tests cliniques des 

§chantillons de sang dans les essais de laboratoires ? 
5°) comme anti-coagulant dans la recherche clinique sur 

la coagulation et comme outil experimental ; 
6°) comme agent topique possible pour 1 ■ application 

cutan§e dans le traitement des hfimorroldes, des varices 

et des oedfemes ; 
7°) comme. composant dans le traitement des psoriasis et 

autres d£sordres apparentSs. 

Enf in , l'hirudine peut fitre utilisSe pour fixer 
la thrombine dans des milieux oil celle-ci est ggnante (dosage, 
experience ou sang trait§ par exemple) . En particulier, 
l^irudine permet de limiter les coagulations dans les cir- 
cuits extra-corporels . 

L'hirudine marquee peut, en outre, Stre utilis£e 

pour d6tecter la formation de caillots. En effet, la for- 
mation de caillots impose la transformation de la pro- 
thrombine circulante en thrombine sur laquelle vient se 
fixer sdlectivement I'hirudine ; la detection d'une accu- 
mulation d'hirudine marquee en un point du corps du patient 
permet de visualiser la formation d'un caillot. 

En dSpit de ces nombreux avantages comme anti- 
coagulant, l f hirudine n'a, jusqu'S maintenant, pas et£ 
utilisfee largement m€me dans la recherche clinique. Ceci 
tient au fait que la mati&re naturelle est trSs difficile 
a obtenir sous forme pure et par dessus tout qu'elle est 
particuliferement ch§re, mSme pour commencer des essais 
cliniques afin de mettre en evidence une utility potentielle. 
Bien que les proc§dSs de purification adSquats existent 
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(20, 21) pour obtenir des gchantillons trfes purs r la 
difficult^ d'obtention de la matifere de base (des sangsues) 
en quantity suffisante demeure 1 'obstacle majeur. 

Bien que l'hirudine soit coramercialement vendue 
par diffgrentes compagnies (Sigma, Plantorgan, Pentopharm) f 
de telles preparations prSsentent une activity qui peut 
varier €norm§ment et des puretfes trfes variables. 

C'est pourquoi la production d'hirudine par 
technologie de I'ADN recombinant est une solution parti- 
culiferement attrayante pour obtenir cette matiSre en 
grande quantity & des coats raisonnables afin de permettre 
de tester et d'utiliser ce type de produit. 

Dans ce qui va suivre, on utilisera la plupart 
du temps la terminologie "1 f hirudine M . Compte tenu de ce 
qui vient d'etre dit et d'autres §l€ments qui sont apparus 
lors de la pr6sente €tude, il est clair qu'il existe 
plusieurs formes d'hirudine et done que la terminologie 
"une hirudine" serai t plus correcte. 

C'est pourquoi, dans ce qui suit on entendra 
par "hirudine" I'une quelconque des formes de l'hirudine 
naturelle ou synthgtique, c'est-S-dire un produit ayant 
la mSme activity in vivo que l'hirudine qui sera parfois 
nommfi "analogue de 1 'hirudine" . 

11 convient d'ailleurs de remarquer que les 
produits d§nomm§s "analogues de l'hirudine" obtenus a 
partir des bactSries seront d6pourvus de la fonction 
ester O-sulfate, mais par contre que "l'hirudine bacterienne 
pourra comporter 3 l'extr§mit§ N-terminale un amino- 
acide methionine qui ne figure pas dans l'hirudine native. 
Mais il est bien entendu que par "analogue de l'hirudine" 
on entend Ggalement prot§gS des produits d'origine biologique 
ayant §t§ modifies apr&s leur production notamment par 
reaction chimique ou reaction enzymatique. 

La prSsente invention concerne de nouveaux 
vecteurs de clonage et d' expression dans une cellule hOte 
de l'hirudine ou d f un analogue de l'hirudine, caract§ris§s 
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en ce qu'ils comportent le gfene codant pour I'hirudine ou 
un analogue de l'hirudlne et les elements d' expression 
de ce gfene dans ladite cellule hOte. 

La nature des elements d 1 expression peut 
varier selon la nature de la cellule h©te . Ainsi, dans 
les cellules bacteriennes , les elements d 1 expression com- 
porteront au xnoins un promoteur bacterlen et un site de 
fixation des ribosomes (qui constitue ce qui sera parfois 
nomme region codant pour 1' initiation de la traduction). 

De fagon gSnerale, les vecteurs selon la 
pr€sente invention comporteront , outre le g§ne codant 
pour l'hirudine : 

- l'origine de replication d'un plasmide bacterien, 

- un promoteur, en particulier tout ou partie d'un 
promoteur du bacteriophage A : P Tf P ft ou P 1 . ; 

- une region codant pour 1' initiation de la traduction incor- 
porant l'ATG soit de l'extremite 5' du gSne de I'hirudine, 
soit de l'extremite 5* du gfene de l'hirudine fusionne 

en 5' avec une autre proteine ; la raison de cette fusion 

est de permettre 1* expression d'une prot6ine de haut poids 

moieculaire qui se degrade moins dans E • coli. 

La presence d'une origine de replication pour 

un plasmide est essentielle pour permettre la replication 

du vecteur dans les cellules bacteriennes correspondantes , 

en particulier dans le cas de E . coli on utilisera, de 

preference , l f origine de replication du plasmide pBR322. 

Le plasmide pBR322 presente, en effet, I'avantage de donner 

un grand nombre de copies et ainsi d'augmenter la quantite 

de plasmides produisant la proteine desiree. 

Parmi les promoteurs du bacteriophage A, on utilisera, 

de preference, le promoteur principal de gauche note XP^ . 

P L est un P romoteur puissant responsable de la transcription 
precoce de X . 

11 est egalement possible d'utiliser d'autres pro- 
moteurs du bacteriophage X, notamment le promoteur de droite, 
P R ou le second promoteur de droite, P' . 
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Blen qu'il soit poBBlble d'utiliser des sequences 
d» initiation de la traduction tres variees, on pref ere utili- 
ser tout ou partie du «lte de fixation des riboson.es de la 
proteine ell du bacteriophage A qui sera nomrnee ci-apres A cllrbs . 

Comme cela sera demontre il est Cgalement possible 
d'utiliser de telles sgquences synthetiques en particulier 
tout ou partie de la sequence : 

ATAACACAGGAACAGATCTATG . 

Le vecteur en cause comporte, en outre, de preference 
une fonction d • antiterminaison de transcription codee par ex. par 
le gfine N de X note XN. En presence du produit de transcription 
du gene N la transcription a partir de P L se poursuit au-dela 
de la plupart des signaux stop. 

Ceci ecarteles problemes poses par un arret premature 
de la transcription qui peuvent se produire lorsque les genes 
etrangers clon€s presentent de tels signaux stop. En outre, 
il a 6t€ demontre que 1' expression a partir de P L est ameiioree 
dans un envdronnement N + . 

Afin d'ecarter les problemes de toxicite et d'insta- 
bilite du systeme h6te-vecteur en cas de production en con- 
tinu de grandes quantites d'une proteine etrangere, il est 
necessaire de prevoir le contrdle de l'activite du promoteur 
en lui adjoignant tout ou partie d'un systfeme d' expression 
inductible, en particulier thermoinductible . 

De preference, le contrfile par la temperature de la 
synthase de la proteine etrang&re est effectue au niveau de 
la transcription au moyen d'un represseur thermosensible 
code dans la bacterie h6te , par exemple cl857, qui reprime 
l'activite de P L a 28°C mais qui est inactive a 42°C. Le 
represseur agit sur 1 'operateur O t qui est adjacent au pro- 

Li 

moteur P L * Bien que dans le cas pr£c6dent une partie du 
systfeme d'expression thermoinductible soit partie int£grante 
de la bacterie h6te, il est possible de prevoir que ce 
syst&me fasse partie du vecteur lui-m6me. 
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Le vecteur en cause peut egalement comporter un gfene 
de resistance h un antibiotique, par exemple 1 'ampicilline 
dans le cas de pBR322, mais d'autres gfenes de resistance 
peuvent §tre utilises, resistance & la tetracycline (Tet r ) 
ou au chloramphenicol (Cm r ) • 

L 1 incorporation d'un tel marqueur est necessaire pour 
la selection des bacteries contenant les transformants 
porteurs du plasmide selon 1* invention pendant les expe- 
riences de clonage. 

L f incorporation d'un gfene de resistance permet 
d'augmenter la stabilite du plasmide en imposant une pression 
de selection lors de la 'fermentation, et en outre facilite 
l'isolement des transformants. 

Pour le clonage , il est interessant de disposer d'un 
syst&me permettant de de teeter !• insertion dans un plasmide 
d'un ADN dtranger. 

A titre d' exemple, il est possible de prevoir dans 
la zone de clonage le fragment N-terminal de la B-galacto- 
sidase de E. coli (lacZ') en le fusionnant avec la region 
d* initiation de traduction derivee de AcII, ce qui met la 
traduction du fragment a sous le contrGle des sequences de ell. 

Le fragment a est compiemente par 1 'expression du 
fragment u> C-terminal code dans l'hdte, ceci conduit k une 
activite B-galactosidase dans les cellules. Cette activite 
0 — galactosidase produit des colonies bleues en presence 
d'un substrat chromophorique , le 5-bromo-4-chloro-3-indolyl- 
-D-galactosidase ♦ 

A 28°C f le promoteur P L est inactive, le fragment a 
n'est pas synthetise et les colonies demeurent blanches* 
Lorsque la temperature est amende ci 42°C, le promoteur P L 
est active, le fragment a est synthetise et les colonies 
virent au bleu. 

L' insertion d 'ADN etranger dans les sites de clonage 
situes dans ce systfeme de detection empfeche la synthase de 
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la B-galactosidase et conduit done h des colonies blanches 
aussi bien h 2B°C qu 'h 42*C 11 est egalement possible de 
remplacer le gfene lacZ 1 par d'autres gfenes permettant une 
detection. 

Parmi les diffdrentes hirudines qui peuvent €tre 
prepares selon 1' invention et utilises, il faut citer : 

a) l'hirudine correspondant au variant 2 dit HV2 
dont la structure correspond h celle representee k la 
figure 1 avec ou sans le radical -SOjH ; 

b) l'hirudine correspondant h une modification du 
variant 2 dans lequel la sequence N-terminale val-val a 
ete remplac^e par ile-thr ; 

c) l'hirudine correspondant au variant 1 dit HV1 
dont la structure correspond h celle representee a la 
figure 18 b. 

La structure des gfenes correspondants peut fitre 
deduite de celle des amino-acides , comme cela sera demontre 
dans les exemples ; ces gfenes peuvent Stre synthetises par 
l f une quelconque des methodes connues pour la preparation 
des ADN synthetiques . 

De preference, on utilisera l'hirudine dont la 
structure N-terminale correspond & ile-thr ; differentes 
structures du gfene correspondant apparaltront dans les 
exemples. 

La prSsente invention concerne les cellules ,en parti- 
culier les bacteries, notamment les souches de E.coli transfor- 
mSes par les vecteurs selon l 4 invention par des techniques connues 
et dont certaines ..seront rappelSes dans les exemples. 

Enfin, l f invention concerne un procede de preparation 
de l'hirudine ou de ses analogues dans lequel on cultive sur 
un milieu de culture des bacteries transformSes comme d6crit 
prScedemment et dans lequel on rfecupfire ensuite l'hirudine 
ou 1' analogue formes. 

Les milieux de culture mis en oeuvre sont connus de 
l'homme de metier et devront fitre adaptes d chaque souche 
cultiv6e. La culture sera, de preference, effectuee en 
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prfiBence de 1 1 antlbiotique A I'encontre duquel la souche 
transformfie est devenue rfesistante. 

L'hlrudine ou ses analogues peuvent fitre purifies 
ou pr6-purif i6s a partir du melange de fermentation par 
chauffage a pH acide f notairauent a 50-80°C a pH compris entre 
1 et 3, en particulier a 70 # C a pH 2,8, et recuperation du 
surnageant dans lequel se trouve l'hirudine. 

II est fegalement possible de mettre a profit 
I'af finite de l'hirudine pour la thrombine en utilisant 
une r§sine sur laquelle est fix6e la thrombine r par 
passage du melange contenant I'hirudine sur une telle 
r§sine on fixe l'hirudine qui peut fitre ensuite filuSe 
par une solution contenant un agent compfetiteur de l'hirudine. 

La prSsente invention concerne enfin l'hirudine ou 
ses analogues obtenus par la mise en oeuvre du procfidS 
selon 1' invention, c'est-a-dire l"hirudine ou ses analogues 
d'origine bactferienne mais figalement les hirudines ou 
analogues obtenus a partir de produits bactfiriens par reaction 
chimique ou enzymatique, par exemple par clivage chimique 
ou enzymatique ou bien par reaction chimique ou enzymatique 
destinfee a fixer le radical -SOjH. 

En particulier, l 1 invention concerne les peptides 
comportant tout ou partie de la forroule suivante : 



ATT ACT T*C ACT CAT TOT AG* OAA TOD GOT CAA AAT TTC TOC CTC TDC CAC OCA AOC AIT OTT TOC OCT 
lis fir Tfr fir As* Cfm Tkr Cls Ssr CI, Cls A*. Us C,s Urn C,S Cls CI, Ssr Ass tsl Cjs Sly 

AAA GQC AAT AAC TOC ATA TTC COT TCT AAT OCA AAC COC AAC CAA TOT CTC ACT ODC OAA COT ACA CDC AAC CCT CAA AOC CAT AAT AAC 
Lj» Clj Asi Ljs Cm lis U« «lf *r Ass Cl, Lfi CJ, As. Cls Cf« »sl Tsr Cl, Cls Cl, Thr ft. As. ?rs Cl. Sir lis Ass As* 

COC CAT TTC CAA CAA ATT CCA CAA CAA TAT TTA CAA 
01, Ass T%m fits 01* Us trm CIs 61s T,r Us CU 



Ce peptide est represents avec la sequence codante 
correspondante qui ne fait pas partie du peptide. 
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L 1 invention concerne 6galement les variants de 
l'hirudine HV1 et HV2 .tels que representees h la figure 18. 

L' invention concerne, enfin, des compositions 
pharmaceutigues contenant l'hirudine ou ses analogues 
3 titre de principe actif. 

Ces compositions peuvent fitre applicables par 
voie intra-pSritonSale, intra-veineuse, intra-musculalre 
ou sous-cutanSe, par voie orale ou par voie cutan§e 
topigue . 

Ces compositions contiennent les excipients 
connus en la matifere et Sventuellement d'autres principes 
actif s . 

La prSsente invention comporte, bien entendu r 
d'autres aspects, notamment certains plasmides qui seront 
dScrits. dans les exemples ainsi que leurs mutants et 
derives et de fa?on gSnSrale les proc6de S de fermentation 
des bactSries transform§es ainsi que les produits ainsi 
obtenus . 

D'autres caract§ristiques et avantages de 
l f invention seront mieux compris 3 la lecture des exemples 
ci-aprSs et des dessins annexes sur lesquels : 

• la figure 1 reprSsente la sequence d'amio-acide de 
l'hirudine extraite de la sangsue totale, 

. la figure 2 reprSsente la sonde oligonucleotide 48 mer 
congue pour le criblage, 

• la figure 3 reprSsente la sequence de l'hirudine du 
clone pTG7l7, 

• la figure 4 repr§sente une autoradiographic du melange 
d 1 hybridation entre la sonde marquee et diverses 
restrictions de pTG717, 

. la figure 5 reprSsente la carte de restriction de 
1' insert dans pTG717, 
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. la figure 6 reprfisente le detail de la construction des 

deux vecteurs d 1 expression de l'hirudine pTG7l8 derive 

de pTG927 et pTG7l9 d6riv6 de pTG95l, 
. la figure 7 reprfisente le graphigue de Involution 

de 1 9 activity en hirudine des extraits de E. coli en 

fonction du temps pour les deux vecteurs, 

• la figure 8 repr€sente l 1 analyse des extraits de E. coli 
marques contenant l'activite hirudine, 

• la figure 9 reprCsente 1* analyse des mfimes extraits 
qu"a la figure 8 mais aprfes traitement par la chaleur 
a pH acide. 

11 convient de remarguer que les diff€rentes 
sequences de nucleotides figurant dans les dessins doivent 
Stre considerees conune faisant explicitement partie de la 

i pr€sente description, ces sequences n'ont pas 6te repro- 

duites dans le corps du texte afin de ne pas l B alourdir 
inuti lenient. 

La plupart des techniques mises en oeuvre dans 
les exemples suivants sont connues de l'homme de metier 

) et certaines sont dfecrites dans les references ci-annexees. 

Seules les techniques particulifires seront done d6crites 

dans le cours de la description. On donnera uniguement a 

titre de renseigneiaents g§n§raux les caracteristiques des 

souches mises en oeuvre 
5 a) Souches Jbacteriennes 

Les souches bact^riennes utilis£es dans le cadre 
de la pr€sente invention sont les suivantes : 

. T6E900 qui est une souche de E. coli ay ant les 
caracteristiques suivantes : su~F~his ilv bio (AcI857ABamAHI) 
0 . N64 37, souche de E. coli ayant les caracteris- 

tiques suivantes ; F~his ilv gal* A8proC* : tnIO lacAm15 
(XcI8S7AB amAHI) . 
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• Jm103 qui est une »ouche de E. coll ayant 
les caracteriBtiques suivantes : A (lac-pro) sup E thi endA 
BbcB15 sttA rK~ nK 4 / F 1 traD36 proAB* laci* lacZAxMS. 

Les souches mentionn^es pr^cedemment ont 6t6 
utilises parce qu'elles etaient disponibles, 
mais il est bien entendu qu'il est possible d'utiliser 
d'autres souches dans la mesure ©ft el les pr£sentent 
certaines caract6ri6tiques eBsentielles qui cont 
rappel^es dans le cours de la description d6taill6e. 

Les exemples ci-aprSs coinportent essentieilement 
Stapes suivantes : 

1°) la preparation des itiAHN et la constitution d'une 

banque de cADN ; 
2°) la realisation d'une sonde ; 

3°) la selection de la banque grSce a cette sonde et 
1 'identification d'un plasmide portant la sequence 
codant pour l'hirudine ; 

4°) la realisation d'un vecteur d' expression du gSne 
codant pour l'hirudine ; 

5°) L 1 Stude des resultats obtenus. 
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Preparation de 1 'ARK 

Des sangsues vivantes de l'espfice Hirudo mfidici- 
nalis sont prfilevfies dans la rfigion de Bordeaux en France. 
On les fait jeuner pendant un minimum de 4 semaines puis 
elles sont dficapitfies et les tfites sont immfidiatement 
congelfies dans l 1 azote liquide. L'ARN de tfites totales est 
extrait par broyage des tfites sous forme d*une poudre fine 
dans l 1 azote liquide. A 1 g de cette poudre on ajoute 5 ml 
d'un tampon NETS (10 mM Tris HC1, pH 7,5, 100 mM NaCI, 
ImM EDTA, 0,5 % SDS) et 5 ml de phfinol redistill* tous 
les deux prfichaufffis a 95°C. La solution est alors mfilangfie 
par vortex , centrifugfie Sl 30 000 g, la phase aqueuse est 
rfiextraite avec 1 ml de tampon NETS, et les phases aqueuses 
rassemblfies sont rfiextraites avec 5 ml de phfinol f rais . 
L'ARN est .prficipitfi par addition de deux volumes dfithanol 
et rassemblfi par centrifugation aprfes- avoir fitfi abandonnfi 
a -20 °C pendant plus de 4 heures. Le culot brun foncfi est 
dissout dans 2,5 ml d'eau distillfie, 2,5 ml de LiCl 5 M 
sont ajoutfis, et aprfis mfilange la solution est abandonnfie 
pendant une nuit a 4°C. La solution est ensuite rfihaussfie 
avec 5 ml de LiCl 3 M, et centrifugfie a 20 000 g pendant 
10 minutes a 4°C. Le surnageant est filiminS et le culot 
d 1 ARN clair est repris dans 1 ml de H 2 0. On le reprend 
dans NaCl 0,25 M et 1 1 ARN est prScipitfi avec 2 volumes 
d'fithanol. Le culot d'ARN final est rficupfirfi par centrifu- 
gation puis est dissout et stockfi £ -80 °C dans l'eau dis- 
tillfie. La concentration de 1 1 ARN est mesurfie par son absoap- 
tion a 260 nm. 

L'ARN messager polyadfinylfi est prfiparfi en 
utilisant une cellulose oligo dT et une procfidure standard 
(22) . Le rendement en mARN reprfisente environ 2 a 5 % de 
1 1 ARN total de dfipart. 
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Preparation de l'ADN complement a Ire et 
Construction de la banque de cDNA dans 
le plasmide vecteur pBR 322. 

Le processus mis en oeuvre est exactement le 
mSme que celui qui a conduit S la construction de la 
banque de mARN de foie humain dficrite dans la reference 
23. Les mARN de tStes de sangsues sont copifies sous 
forme d'ADN en utilisant un "primer" oligo dT et I'enzy- 
me reverse transcriptase. Un second brin d'ADN est syn- 
th§tis§ en utilisant l'ADN polymerase, l f 6pingle S che- 
veux est ouverte avec la nuclease Si et le cADN double 
brin est purifie sur un gradient de sucrose. Des cADN 
de taille determinSe sont terminSs Sl l'extrSmite 3 1 avec 
des petites extensions de dC en utilisant l'enzyme termi- 
nale dSoxytransf erase puis sont rassembies avec un vecteur 
pBR322 3 extremite polyG coupe par Pstl. Les plasmides obte- 
nus sont utilises pour transformer des souches de E . coli 
(souche 1106) et les trans formants tetracycline resistants 
(obtenus avec une efficacite comprise entre 500 et 1 000 
par" ng de cDNA double brin) sont mis en croissance sur des 
plaques de L-agar contenant 15 yg/ml de tetracycline. La 
banque de clone de cDNA reprfisentant 43 000 transf ormants 
individuels est etablie, les cellules sont recuperees par 
grattage a partir des colonies et remises en suspension dans 
un bouillon-L contenant la tetracycline. La suspension est 
effectuee dans le glycerol a 50 % et stockee a -20 °C. 

Realisation de la sonde d'ADN pour le 

criblage de la banque 

Compte-tenu du fait que la sequence d* amino- 
acide publiee pour l'hirudine (figure 1) ne presente pas 
de methionine ou de tryptophane, c'est-a-dire les amino- 
acides qui sont codes par un codon unique, la sequence de 
proteine ne presente pas de regions particuli&rement pro- 
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pices pour la realisation de sondes d 1 oligonucleotide par- 
ticuliferement court qui constitue en rfegle gfinfirale la 
strategie xnise en oeuvre pour 1 ■ identification des sequen- 
ces d'ADN clone (24) . C'est pourquoi il a ete decide d 9 adop- 
ter la technique diff6rente d'une sonde d* oligonucleotide 
assez grande mais unique, ce qui a permis en particulier 
d'isoler le clone de cDNA pour le facteur XX de coagulation 
humain (23) . Dans cette strategie, on seiectionne la region 
de sequence d ' amino-acide pour lequel la redondance des 
codons est limitee au choix de la 36xne base (c'est-a-dire 
que I 1 on ecarte I'arginine, la leucine et la serine), et 
on seiectionne la 3ferae base. Les param&tres consideres 
pour choisir la 36me base de ce codon, sont connus, il 
s'agit de maximiser la possibilite d 'interaction G/T et 
d'ecarter les epingles a cheveux et les palindromes- dans 
la sequence de la sonde et bien entendu de tenir compte des 
sequences de gSnes connues pour les sangsues. 

Comme aucune sequence de gSne n'a ete publiee 
pour les sangsues on a dQ faire usage des connaissances 
sur les Stres les plus proches des sangsues au plan de 
Involution et sur lesquels il existe de nombreuses se- 
quences d'ADN publifees. Si savoir les insectes. Toutes les 
sequences codantes pour des ADN d* insectes ont ete analy- 
sees et une table des codons que l v on retrouve le plus 
frequemment a ete etablie. Ceci avec d'autres paramStres 
a ete utilise pour concevoir un oligonucleotide de 48 
bases de longueur, correspondant Sl 16 amino-acides , de 
la position 34 S la position 49 dans la sequence de I'hi- 
rudine. Cette region de sequence pr§sente une redondance 
seulement dans la troisifeme position de chaque codon. 

Cet oligonucleotide represente 5 la figure 2 a 
ete synthetise chimiquement par la methode au phosphodiester, 
sur un support solide inorganique (25) , qui a d€jS ete 
decrit pour un 52 mer en reference (23) . 
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Criblage de la banque de cDNA avec 
1 'oligonucleotide 48 mer. 

La banque de cDNA tenue a partir des mAKN de 
tetes de sangsues a et§ 6talee eur des plaques d'agar L 
con tenant 15 pg/ml de tetracycline avec une densite de 
colonie d* environ 4 000 colonies par plaque de 13 cm et 
les colonies sont mises en croissance jusqu'S une taille 
de l a 2 mm de diametre a 37 °C. Les colonies sont alors 
prelevees sur filtres de nitrocellulose. Les colonies des 
plaques maintenues sont mises en croissance puis les pla- 
ques sont stockees I 4°C. Les filtres sont places sur les 
plaques de L-agar contenant 170 ug/ml de chloramphenicol 
et sont incubes une nuit a 37 °C pour amplifier les plas- 
mides dans les colonies bacteriennes . Les filtres sont 
ensuite traites par la procedure standard pour lyser les 
colonies bacteriennes et fixer l'ADN sur la nitrocellulose. 
Les filtres sont ensuite laves tres completement puis prS- 
hyb rides dans un volume de 100 ml de 6 x SSC (1 x SSC = 
0,15 % NaCl, 0,015 M de citrate trisodique) , 5 x Denhardts 
(1 x Denhardts solution = 0,02 % Ficoll, 0,02 % de poly- 
vinyl pyrollidone, 0,02 % d'albumine de serum bovin) 
100 yg/ml d'ARN de trans fert de levure et 0,05 % de pyro- 
phosphate de sodium. 

Un aliquote (30 pmole) de 1 'oligonucleotide 
48 mer est marque avec C 32p D a son extremite 5' par incu- 
bation avec y £ 32 p|] ATP en presence de 15 unites de poly- 
nucleotides kinase . La sonde marquee est purif iee du 
Y E 32 pD ATP libre par passage sur cellulose DEAE. 

La sonde marquee est hybridee sur le filtre a 
la dose de 20 ml de 6 x SSC, 1 x Denhardts, 100 pg/ml de 
tRNA de levure, 0,05 % de pytophosphate de sodium Sl 
42 °C sous agitation legere pendant 16 heures. 

Les filtres sont alors laves dans 6 x SSC, 
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0,1 % de dodfecyl Bulfate de sodium (SDS) a la temperature 
de 37 °C, 42 °C, 50°C puis soumis a un lavage final avec 
2 x SSC, 0,1 % SDS a 50°C pendant 10 minutes, Les filtres 
sont alors sechSs et exposes sur des films rayons X. Les 
colonies donnant des rfesultats positifs sont repSrfies a 
partir des plaques marquees en comparant les spots posi- 
tifs sur le film X avec les plaques mai tresses. L'un de 
ces clones dont le plasmide sera noxnm§ pTG700 est confir- 
ms conune etant positif par une seconde hybridation avec 
la sonde marquee est cultive en quantity et 1 9 ADN plasmi— 
dique est purifi€ par des procedures standards. 

Identification de pTG700 comme contenant 

la sequence codant pour l'hlrudine. 

L f insert de cADN de pTG700 reprfisente environ 
235 paires de bases. Ce fragment d* ADN est isolS et trans- 
f§r6"dans le phage vecteur ml 3 mp8 et la sequence d'ADN 
de l 1 insert est dfiterminSe par terminaison de chalne (26). 
Une par tie de cette sequence code pour une sequence protei- 
nique qui est trfes similaire a celle de l f hirudine. Cette 
region de la sequence correspond a la zone'de la sonde qui 
est representee a la figure 2. 

Sur cette figure 2 s 

(a) correspond a la sequence de l'hirudine 
figurant dans la reference 2 de glu 49 a gly 34 r 

(b) correspond a la sequence de la sonde 48 
mer synth6tis6e et utilisee pour 1' hybridation, 

(c) correspond a la sequence du clone pTG700 
dans cette region, les points indiquant les homologies, 

(d) correspond a la sequence d • amino-acide 
cod6e dans cette region de pTG700. 

II faut remarguer que la sequence de cADN dans 
pTG700 est incomplete, elle code seulement 28 des amino- 
acides C-terminaux de l'hirudine en plus des 101 base de 
la sequence non traduite 3» precedee par un codon stop 
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en phase. L'une des differences par rapport £ la sequence 
de protfeine publi€e pour l f hirudine est observfie dans ce 
clone car l'acide glutamique remplace la glutamine a la 
position 49. 

Isolement de clones de cADN d'hirudlne plus grand, 

Comme la sequence d'ADN confirme que 1 'insert 
de pTG700 code pour l f hirudine, cet insert est rendu radio- 
actif par C 32 PU par la procedure de "nick-trans lation" 
connue et est utilisfie pour un nouveau test de la banque 
de cDNA. Plusieurs autres colonies positives sont trou- 
v§es et l'une d'entre elle comporte un plasmide d§signS 
par pTG7!7 qui contient un insert d'une longueur d f environ 
4 50 paires de bases. L* analyse de restriction de cet insert 
indique que la presence d'un site de restriction Taql plac§ 
au voisinage du centre. 

C'est pourquoi le fragment purifiS est mis en 
digestion avec Taql et les fragments resultant 5' et 3' 
sont li§s dans le vecteur de s§quensage ml 3 clivS par 
Pstl/Accl. La construction du ml3 contient chacun des frag- 
ments qui peuvent Stre identifies et soumis S 1" analyse 
s§quentielle. Le rSsultat de cette analyse est: indiqu§ a 
la figure 3. La sequence d'ADN de l B insert de pTG7l7 moins 
les extr€mit€s polyG/C introduites S I'extrSmite pendant 
le clonage de la procedure est long de 379 bases, dont 219 
codent un peptide dont la sequence est tres similaire a 
celle de la sequence de l'hirudine public 

DiffSrents points doivent Stre notes dans cette 

sequence . 

1) la s§quence d'amico acide cod§e par le fragment n'est 
pas identique & celle de la sequence de la proteine 
publi6e pour I'hirudine native. II y a 9 amino-acides 
de difference entre la sequence de I'hirudine isolfe S 
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partir de pTG7l7 et la sequence de l'hirudine publi§e. On 

note les modifications euivantes : Val 1 ile ; 

val 2 thr ; gin 24 lys ; asp 33 asn ; 

glu 35 lys ; lys 36 gly ; lys 47 asn ; 

gin 49 glu et asp 53 asn. Ceci constitue un chan- 

gement majeur dans la sequence car 7 de ces modifications 
impliquent un changement de charge. L'homologie entre la 
sequence codante clonSe et la sequence de la proteine 
publifie est ainsi de 46/65, c'est-a-dire d'environ 70 %. 

II existe deux raisons possibles pour les diffe- 
rences observ€es entre les deux sequences d ' amino-acides . 
1° - On peut voir des esp&oes, scus-esp&oes et mSmas des variations 
animales individuelles entre la sequence exacte de la 
molecule d'hirudine. II n'est pas possible de verifier 
si les sangsues utilisges dans cette etude sent exacte^ 
ment de la roSme espSce ou sous-esp&ce que celles qui ont 
ete utilisees pour publier la sequence d * amino-acide . 
En outre, il est possible qu'il existe dans les sangsues 
non seulement une roais diffSrentes formes d'hirudine - 
avec une activite biologique similaire mais avec des 
variations dans les sequences d'amino-acidefs de base. 
Dans ce contexte, il est significatif de mentionner les 
differences des resultats dans la litterature concer- 
nant les amino-acides N-tenninaux de l'hirudine (a l'ori- 
gine ila avait ete trouve dans la matifere des tetes , 
puis val avait ete trouve dans 1' ensemble de 1' animal, 
tandis que plus rfecemment on a de nouveau indiqu§ ile 
pour la matiSre provenant des tfites. L'isoleucine se 
trouve dans la sequence de pTG7l7 a la position corres- 
; pondant a l'extremite N-terminal de la proteine mature. 
Le concept de differentes formes d'hirudine est 
supporte par les etudes preiiminaires au niveau de 1 * ADN . 
Lorsque 1 1 ADN total des sangsues est extrait a partir de 
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sangBuea congeiees broy€es par dee proc6d€s standards, 
dig6r6es par divers enzymes de restriction traite par 
eiectrophorftse sur gel d^garose, puis transfers sur 
nitrocellulose et hybrid6s avec l f insert pTG717 
coirane sonde, on observe une grande quantity de fragments 
qui s'hybrident. 

Ainsi les r€sultats de la figure 4 sont obtenus de la 
fa;on suivante : 

- 10 yg de 1 'ADN total de sangsues sont mis en digestion 
avec des enzymes de restriction et presses en electro- 
phordse sur un gel d' agarose & 1 % r transfers sur des 
filtres de nitrocellulose et hybridSs avec un insert 
PstI marqu€ au £ 32 P^J de pTG717. Les filtres sont alors 
lav€s fortement (0,1 x SSC, 0,1 % SDS, 65°C) et les 
bandes hybridees sont visualisSes par autoradiographic. 
Ligne 1 - ADN dig€r€ avec EcoRI 
Ligne 2 - ADN dig€r§ avec Hindu 1 
Ligne 3 - ADN dig€re avec BamHI 
Ligne 4 - ADN dig£r€ avec Bglll 

La dimension des "fragments EcoRI en kb est indi- 
qu§e a droite. 

Avec les fragments de digestion Eco Rl , 6 frag- 
ments total isant 40 kb peuvent se voir dans des conditions 
de lavage trfes dures. M&ne s'il est theoriquement possible 
que ce schfima represente un gfene mosalque trds large, il 
est peu probable qu'une seule petite sequence codant pour 
moins de 400 bases soit distribuSe sur 40 kb de genome. En 
outre, des experiences prfiliminaires avec des sondes compor 
tant des fragments 3 insert partiel suggferent que cela 
n'est pas le cas. 

II a egalement Ste observe qu'il existait une 
difference dans les sequences dans diff€rents clones 
d'hirudine, isoies a partir de la mSme banque de cADN. 
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Par exemple dans pTG700 un lys se trouve en position 47 
(figure 2) comme dans la sequence d'amino-acides publi§e, 
tandis que dans pTG7l7 il existe un asn & cette position. 

C'est pourquoi toutes ces informations sont con- 

> sistantes avec le concept de gfenes d'hirudine de struc- 

ture dif f6rente et prfisentant des formes multiples au 
niveau de la proteine. 

Un point f inalement important est que la sequence 
enti6re du mARN d'hirudine n'est certainement pas contenue 

) dans pTG 717. En effet, la lecture ouverte continue jusqu'S 

l'extrexnite 5* du fclone et il n'y a pas de methionine dans 
cette region. Comme l'hirudlne est une proteine qui est 
s6cr6tee & partlr des cellules des glandes salivaires , on 
peut penser qu'elle a & son extr£mit£ N-terminal une s6- 

5 quence "leader" (n6cessaire pour la secretion) et probable- 

ment aussi une prorsfiquence . La molecule active finale 
serait alors produite comme cela est le cas pour de nom- ^ 
breuses zymogfenes et pr6curseurs par des 6 tapes de clivage 
protfeolytiques . 

0 La taille du mARN de l'hirudlne a ete determinee 

et confirme que le clone pTG717 n'en n'est pas une copie 
complete. L 1 ARN des tStes total d'hirudine a 6te passe sur 
eiectrophor&se sur un gel d v agarose formaldehyde denature (27) 
transfere sur nitrocellulose et hybride avec un insert de 

5 pTG717. Une esp&ce d 1 ARN hybride unique de 640 paires de 

bases est observ€e. Comme on pense que le pTG7l7 contient 
la sequence de mARN 3' entifere (une portion polyA est 
observ6e) de m6me que devix sites d" addition de polyA qui 
se recouvrent, environ 20 base & partir du polyA, on voit 

0 une region non traduite 3" de 160 bp (figure 3). Ce clone 

de cDNA manque de 160 paires de base a l f extr6mite 5'. II 
comprend le reste de l'extr6mite N-terminal de la proteine , 
la methionine de 1 1 initiateur , et une region non traduite 5 1 
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du mARN. II n'est pan exclu que l'hirudine soit coupee a 
partir de l'extremite c sous forme d'un precurseur plus 
important, qui peut coder pour d'autres peptides actifs 
biologiquement, bien que la taille maximum de ce precur- 
seur hypothetique Berait au moins de 110 a 120 amino- 
acides, (c 'est-a-dire environ le double de la taille de 
l'hirudine mature). 

II n'a pas 6te possible de generer les clones 
de cADN d'une longueur superieure a celle de pTG7l7 et 
on pense qu'une structure secondaire dans l'extremite 5' 
du mARN empSche la transcription inverse du mARN au deia 
de ce point. L'analyse de la sequence genomique de l'hiru- 
dine devrait fournir des informations sur l'extremite 5' 
de ce gene. 

La sequence d ' amino -ac ides de l'hirudine codee 
par le clone pTG7l7 a ete adaptee pour s'exprimer dans 
les cellules de E. coli de la fa?on qui sera decrlte ci- 
apres . 

Expression de l'hirudine dans E. Coli 
A partir de l'analyse de restriction de pTG717 
(figure 5) il est clair que I'ensemble de la sequence co- 
dant de 1 ' amino-acide est contenu sous forme d'un fragment 
de 225 bp Hinf I/AhaIII . Ce fragment est isole par restric- 
tion et insere dans les vecteurs d 'expression plasmidique 
PTG951 et pTG927 en utilisant des molecules d'adaptateurs 
d' oligonucleotide synthetique. Les adaptateurs constituent 
les 7 amino-acides qui ont ete elimines de l'extremite 
N-terminal par la restriction Hinfl et on ajoute le fragment 
methionine initiateur et le site pour les endonucleases de 
restriction Ndelou Bglll qui sont necessaires pour 1 'inser- 
tion dans les vecteurs d' expression. 

Les deux amino-acides apres 1' initiateur met 
sont remplaces, c 'est-a-dire que le fragment ile-thr qui 
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figure dans le clone de cDNA P TG717 est remplace par 
val-val de la sequence de proteine d'hirudlne publlee. 

Bien que le clone de cADN P TG717 comporte la 
sequence ile-thr au lieu de la sequence val-val de la 
sequence publlee pour 1 -hirudin., il « ete decide initia- 
lement d'exprimer la molecule avec une sequence val-val 
a l'extremite N-terminal. II y a deux raisons a ce choix : 

- le clone de cADN est certainement incomplet, avec pro- 
bablement une structure secondaire dans le mARN qui 
empeche la transcription. Ceci rend possible que l'extre- 
mite 5' de la sequence de cADN soit incorrecte compte-tenu 
de la transcription et du clonage "d 'artefacts" , 

- en general on admet que l'extremite N-terminal de la 
molecule d'hirudine active extraite de 1' animal complet 
commence avec val-val (8 f 11) . 

Le vecteur d'expression pTG951 est un vecteur . 
d'expression plasmidique destine a exprimer le gene de 
1' interferon y dont la synthase est rappelee a la fin de 
la presente description. 

Pratiquement, il contlent essentiellement le 
promoteur gauche du bacteriophage P£ controls par un 
represseur code par l'hote therroosensible C1857, 
suivi par le gene N de K , intact ou tronque. 
Ensuite on trouve un site de fixation des ribosomes 
synth§tiques qui a ete con 5 u pour donner une fixation 
des ribosomes optimale. Un site de restriction unique 
Bglll se trouve situe entre le site de fixation das rx- 
bosomes et l'ATG de la sequence codant pour 1' interferon y. 
Ce vecteur est mis en digestion sur le site Bglll et au 
site unique Pvul en aval de la sequence codant pour 1' in- 
terferon y puis est recupere par electrophorese sur gel 
d' agarose. Ce fragment de vecteur est combine avec un 
ensemble d' oligonucleotide d ' adaptateurs et la sequence 
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d'hirudine contenant le fragment Hinfl/Ahalll tel que cela 
est decrit dans la figure 6. 

Le vecteur d 'expression pTG927 est etroitement 
relle au vecteur d'expression pTG908 decrit 

a la fin de la presente description. 11 
differe seulement en ce qu'il contient un fragment addi- 
tionnel Sall-Pvull provenant du gene de la tetracycline 
de pBR322. Le vecteur d'expression pTG927 contient le 
promoteur P L , un gene N intact et le site de fixation des 
ribosomes de la piroteine CII de X puis 1 'ATG et une se- 
quence codant pour le fragment lacZ de la $-galactosidase . 
Sur 1 'ATG de cette sequence codante on trouve un site Ndel. 
Ce vecteur est mis en digestion avec Ndel et PvuIX et le 
fragment de vecteor est purifig. n est utilise ensemble 
avec un autre jeu «3 • adaptateur d 'oligonucleotide et le 
fragment Hinf I/Ah^II de l'hirudine pour construire le 
second vecteur d'expression de l'hirudine qui figure a la 
figure 6. Les deux vecteurs d'expression sont destines a 
exprimer la molecuale d'hirudine native (avec une sequence 
val-val a 1 'extrennitg N-terminal immediatement apres !• ini- 
tiator ATG) . 

Dans ^oligonucleotide adaptateur le codon de 
la 3eme base est ehoisi pour favoriser un haut degre de 
traduction et pourr eviter la formation de structures secon- 
dares dans les nEBH au niveau de cette region. 

Les deuai vecteurs sont assembles de la fa? on 
suivante : les oligonucleotides sont phosphoryles a 
l'extremite 5' pas: la polynucleotide kinase, puis traites 
en^melange equimollaire (apres 10 minutes de chauffage a 
65°C pour 15 heures a 15°C) . Le vecteur et le fragment 
d'hirudine sont ajouter en quantite destines 1 donner 
des rapports roolaiires du vecteur /les fragments d'hiru- 
dine/fragment d' adaptateur de 1:20:50 et le melange est 
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116 avec la ligase ADNT4. Le melange de ligation est 
utilise pour transformer la souche E. coli TG900 et les 
transformants portent les plasmides sont seiectionnes 
sur la plaque d'agar con tenant de 1 •ampicilline (100 
yg/ml) et ceux qui comportent la sequence codant pour 
l^irudine sont identifies par hybridation des colonies 
en utilisant un insert marque de pTG7l7 comme sonde. A 
partir d'un grand nombre de clones positifs, 6 de chaque, 
en m6me temps que 1 n€gatif (souche parente) sont s61ec- 
tionn6s et mis en croissance dams un milieu liquide de 
bouillon-L S 30 °C jusqu'a une densite optique de 0,3 & 
650 nnw L f expression & partir du promoteur P L est ensuite 
induite par une augmentation de la temperature a 37 °C et 
une incubation qui est maintenue pendant 6 heures. Les 
cellules sont alors r6coltees par centrif ugation , sus- 
pendues 1/5 du volume de TGE (25 mM Tris HC1, pH 8, 50 mM 
glucose, 10 mM EDTA) puis broyees par sonif ication. Aprfes 
clarification des extraits par centrif ugation , un aliquote 
du surnageant est teste pour son activite antithrombinique. 
Des niveaux signif icatif s d* activite antithrombinique appa- 
raissent dans 5 des 6 constructions . avec pTG 927 et dans 
4 .des constructions sur. 6 avec pTG 951 qui indiquent 
egalement une activite bien quelle soit plus faible. 

Les contrOles n 1 indiquent aucune activite signi- 
ficative. L 1 analyse de la sequence d'ADN des clones don- 
nant des resultats pbsitifs par sSquengage direct des 
plasmides montrent que la sequence attendue se trouve dans 
toutes les constructions qui presentent une activite. 

Deux clones pr6sentant une expression positive, le 
clone pTG7 19 derivant de pTG95l et le "clone pTG718 dgrivant de 
pTG917 sont analyses pendant 6 heures d 1 induction. Aprfes 
croissance de la culture a 30° jusqu'a une densite 
optique de 0,3, 1* expression est induite par une augmen- 
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tation de la temperature a 37'C et un aliquote est pre- 
leve toutes lee heures pendant 6 heures des extralts 
tel. que prepares precedenunent et !• activity en hirudine 

PTG719 , presente une crolssance initlale suivie par un 
Plateau de 1'activite apres 3 a 4 heures qui est au ni- 
veau de 370 U/l a une densite optique de 650. 

Au contraire, l e clone P TG718 presente une activite 
superieure qui continue a croitre pendant toute cette 
periode d 'induction. 

Le niveau d 'activite obtenu apres 6 heures est 
environ 5 fois superieur a celui du clone P TG7l9 et represente 
une activite totale de 7300 u/l de culture, si ce recom- 
binant d'hirudine presente .une activity spScifique simi- 
laire a celle du produit naturel val-val le produit obtenu 
dans les extraits les plus actifs correspondent 1 environ 
1 mg/1 de culture. 

Propriete d e 1 'hirudine obtenu. 

Afin de caracteriser 1 'hirudine obtenue a partir 
de E. -coli on a analyse directement des echantillons de 
culture apres induction, qui ont ete chauffes a 70°C pen- 
dant 15 am ou chauffes a 70°C apres reduction du P H 2,8 
avec HC1.. Dans ce dernier casle pa de Itextrait a ete ramene 
a la neutrality avant d'etre dose. L 'hirudine native trai- 
tee de la mSme facon ne presente pas de perte d' activite 
comme cela pouvait etre attendu compte-tenu des proprietes 
publiees de la molecule (20). Dans le cas de 1'extrait 
aucune perte d'activite n'apparait apres ce traitement,' 
en fait, apres le traitement on observe une augmentation 
de 1 activite d'environ 2 fois. Ceci peut refletex- soit 
la degradation, soit 1 'inactivation des constituants de 
1'extrait qui inhibaient 1'action de 1'hirudine, ou peut 
etre le p H assez has et 1'etape de chauffage peuvent dans 
certains cas assurer une reformation plus complete des 
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pontB diaulfure qui sont neceaaairea pour que 1 'hirudin. 

preBente une activity maximum. Lea extraits de controle 

ne preaentent aucune activite avant ou aprea le traitement. 

Lorsque lea extraita bacteriena aont preincubea 
avec de la thrombine fixee sur une reaine sepharoae et 
que la thrombine-aepharose eat eliminee par centrif ugation , 
Iratiquement toute 1« activite hirudine faitiale ae trouve 
eliminee de l'extrait. L'hirudine obtenue selon la pre- 
sente invention aemble ae lier de facon tres efficace a 
la reaine thrombine-sepharoae ce qui permet d'enviaager 

possibility pour la purification de cette hirudine 



une 



bacterienne. 

Dea cultures bacteriennes de cellules contenant 

le vecteur d'expression P TG718 sont miaes en culture jusqu'a 
une densite optique de 0,3 a 30 -C puis induites a 37 C et 
des aliquotes sont preleves toutes les heures et marquSs, 
sur milieu minima avec de la methionine 35 s 100 yCi/ml. 
Les bacteries sont rassemblees par centrifugation et 1 en- 
semble des proteixxes bacteriennes marquees sont analysees 
par electrophorese sur gel de polyacrylamide SDS, suiv.es 
par une fluorographic . 

Aumolns deux polypeptides induits en qumtite signi- 
ficative par la construction du vecteur peuvent etre obser- 
ves a environ 6 a 8 000 Daltons (figure 8 - lignes 5 a 10) . 

Lorsque les materiaux marques a partir de cultures 
non induites de P TG718 et a partir de cultures de 3 et 5 
Lures apres induction sont traites a 70°C a pH 2,8 pendant 
15 mn, centrifuges pour eliminer les proteines denatures 
et analysees sur un gel de polyacrylamide SDS, il est claxr 
que 1'essentiel des proteines de E. coli marquees sent 
eliminees de 1'echantillon (figure 9 - lignes let 2) Cette 
procedure donne une purification tres satisf aisante des 
2 bandes de poida moleculaire faible qui sont induites 
dans les vecteurs d'expression de l'hirudine. 

I/ensemble de 1'activite hirudine se retrouve 

dans le surnageant. 
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Preparation dee pla«ml«l», vecteurg p-rr.o^ et 
PTG927. 

Ces plasmides vecteurs ont ete utilises pour 
cloner 1' interferon y cu derives de plasmides entrant 
dans la preparation de tels vecteurs. Cest cette synthese 
qui sera rappelee brievement ci-apres en regard des fi- 
gures ci-annexees sur lesguelles : 



PTG907 


- la 


figure 


10 


represente 


la 


preparation 


de 


' Ml 3 TG910 


- la 


figure 


11 


represente 


la 


preparation 


de 


PTG908 


- la 


figure 


12 


represente 


la 


preparation 


de 


PTG909 


- la 


figure 


13 


represente 


la 


preparation 


de 


PTG941 


- la 


figure 


13 


represente 


la 


preparation 


de 


PTG951. 


- la 


figure 


15 


represente 


la 


preparation 


de 



La preparation de ces plasmides vecteurs comporte 
essentiellement : 

a - la preparation de pTG908 vecteur qui comporte 
P L ,N et CII rbs 

b - la preparation de pTG95l vecteur qui comporte 
un site de fixation des ribosomes synthetiques . 

Prepara tion de pTG907 (figure 10) . 

Le plasmide de base utilise est le plasmide 
PBR322 ; toutefois, celui-ci presente 1 ■ inconvenient 
d' avoir a 1'interieur du gene amp* un site de restriction 
PstI, car un site de mSme nature sera utilise par la suite 
dans la zone de clonage comme site unique de restriction 
II convient done de faire disparaltre ce site de restric- 
tion PstI en utilisant un mutant du plasmide pBR322, le 
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le plasmide pUC8, dans lequel le gfene de resistance d 
I'ampicilline ne presente pas de site de restriction PstI 
(ce site a €t£ eiiminC par mutation in vitro) • pBR322 eBt 
commercialism notamment par Bethesda Research Laboratories 
et pUC8 est d6crit dans 1 'article reference 30. 

Pour ce faire, on ^change le fragment Pvul/PvuII 
de 1 669 bp de pBR322 avec le fragment analogue Pvul/PvuII 
du plasmide pUC8. Afin de realiser cet fichange les plasmi- 
des pBR322 et pUC8 sont traites successivement par Pvul, 
PvuII / puis circularises par action d'une ligase. 

On obtient ainsi le plasmide pTG902 qui ne pre- 
sente plus de site de restriction PstI et qui a egalement 
perdu le site de restriction Ndel present & l'origine sur 
pBR322 (non represents sur la figure) . En outre, le plas- 
mide pTG902 porte un fragment de 50 kb correspondent a la 
sequence laci • dans lequel se trouve le site PvuII. 

I*e promoteur P^ et le g&ne XN (qui provient du 
phage X, le g6ne XN code pour une fonction d'antitermi- 
naison de transcription) sont isoies du plasmide pKC30 pour 
Stre inserSs dans pTG902 coimne~ celS est indique stir la 
figure 10 ci-annex6e par traitemen't EcoR I , SI, BamH I pour 
pTG902 et par traitement Pvu l, Si, BamH I pour pKC30 avec 
ligation • 

L'un des plasmides obtenus apr&s transformation 
de la souche TGE900, pTG906, est traitS de fagon a 61imi- 
ner le segment PvuII-Sall. Pour ce faire, pTG906 est 
traite successivement avec Sail, la nuclease SI, PvuII 
et la ligase. On obtient ainsi pTG907. 

Preparation de M13 TG910 (figure 11). 

On insfere ensuite la H region de fixation des 
^bosomes" XcIIrbs (provenant elle aussi du phage X) sous 
forme d'un fragment Aval/TaqI dans le debut du gSne LacZ" 
(fragment a de la B-galactosidase) lequel a ete clone dans 
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le phage M13 nomine M13tgll0. Cette strategie permet un test 
fonctionnel simple pour rbs, a savoir la production de la 
proteine lacZ' et, par consequent, d'obtenir des plaques 
bleues en presence d'lPTG et de Xgal ; ceci permet egale- 
5 ment un sequencage rapide de la construction en utilisant 

la mSthode dite du dideoxy. 

On obtient ainsi apres selection dans les bacte- 
ries competentes un clone resultant M13tg910 dont la struc- 
ture globale est representee a la partie inferieure de la 
LO figure. 

Preparation.de PTG908 (figure 12). 

Le fragment cllrbs/lacZ* du phage M13tg9l0 est 
trans fere sur le plasmide vecteur pTG907 prepare pr§c6dem- 
ment . 

15 Pour ce faire, on Slimine les sites EcoRI, BamHl 

et Aval en amont de cllrbs puis on insere un site Bglll. 

Dans ces conditions, cllrbs peut Stre pr€lev€ 
sous forme d'un fragment Bglll-Bglll et place dans le site 
BamHI en aval du promoteur P L et du gene AN de pTG907. 

20 Le phage Ml3tg910 est digere avec EcoRI puis 

traite avec Bal31 puis ensuite par la polymerase de Klenow. 
Les fragments obtenus sont alors sounds a 1' action de la 
ligase en presence d'adaptateur Bglll non phosphoryl§s . Le 
melange de ligation obtenu est utilise pour transformer 

25 des cellules compStentes JM103. 

On sSlectionne alors les plages bleues. Ces clones 
sont ensuite analyses afin de verifier qu'ils contiennent 
le site Bglll et gu'ils ne presentent plus de site EcoRI ou 
BamHI en amont. On obtient ainsi des clones tels que M13tg 

30 912 dont la structure est representee. 

Le traitement par Bal31 a produit une deletion 
de 101 bp eliminant les sites EcoRI, BamHI et Aval ; ainsi 
que les sequences de lac ATG et lac Shine/Da lgarno . Le 
site Bglll introduit se trouve place environ 100 bp en 

35 amont de 1 'ATG de ell et 10 bp en aval de P, . 
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Le fragment BamHI/SphI de pTG907, le fragment 
Bglll/Hpal portant cllrbs et lacZ' et l'adaptateur phos- 
phoryle ont ete prehybrides dans un rapport molaire de 
1:2:1 puis traltes avec la ligase T 4 « Des aliquots sont 
utilises pour transformer les cellules competentes de la 

souche 6150 a 3°C. 

Les cellules interessantes sont identifiees en 
selectionnant les transf ormants avec un fragment cllrbs/ 
lacZ' marqu€ au P 32 et la construction obtenue est confir- 
mee par une etude de restriction enzymatique. 

Afln d' avoir une premiere indication montrant 
que les differents elements du systeme d' expression se 
conduisent comme cela est desire, le plasmide obtenu, 
pTG908, est transf ere dans une souche note N6437 qui pos- 
sede a la fois cl857 et le fragment id de la p-galactosidase 
complementant le fragment a qui est code par le plasmide. 

Les transf ormants obtenus placfes sur une boite 
contenant IPTG + Xgal sont blancs a 28°C puis virent au 
bleu environ 30 minutes apres lorsqu'on les transf ere a 
42°C. 

Ce vecteur avant d'etre utilise pour doner 
l'hirudine a ete adapte pour doner 1* interferon -y humain : 
IFN _ Yf en fait pour le clonage de l'hirudine la nature de 
la proteine intermediaire clonee n'a pas d ' importance , 
mais les vecteurs ont ete realises selon le schema ci-apres. 

L* analyse de la sequence des nucleotides de IFN-y 
pour les sites de restriction revele un site EcoRII a 8 bp 
en aval du depart de la proteine mature et un site Sau3A a 
285 bp en aval du codon stop, ce qui permet d'isoler prati- 
quement toute la sequence codant pour la proteine mature 
sur un fragment EcoRII/Sau3A. Le clone de IFN-y obtenu a 
partir d'une banque est nomme pTGll. 
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Construct ion de PTG909 (figure 13) 

BVnth6M °" " tili8e tOUt d ' abord «~ -olicul. d'adaptation 
synthetique qui permet : 

p ott ^ d ' effectuer la jonction entre les extremity 
EcoR li et Ndel, 

b) d' introduce les 8 bp manquantes par rapport a 
la sequence codant pour XFN-y mature et, 

O de reconstituer le codon de depart ATG de 
cllrbs de facon que la sequence codant pour la proteine 
v lPN-y mature eoit traduite sans amino-acides fusionnes a 
1* exception de l'initiateur F-met. 

Cet adaptateur est synthetise chimiquement et 
sa constitution est representee sur la figure. 

pTGll est mis en digestion avec EcoRII et Sau3A 
15 et pTG908 avec Nde l et BamHI. 

Les fragments appropries sont purifies sur gel 
melanges avec une guantite equimolaire de 1 'adaptateur, 
prehybrides et liges . Le melange est utilise pour transfer- 
mer des cellules competentes TGE900-et les transformants 
sont selections en hybridan t un insert PstI de pTGll 
"nick-traduit" et marque au p32 avec les transformants , 
13 clones sont selectionnes et contrOles par 
cartographie et 1'un d'eux P TG909 est verifie par seguen- 
cage. 

Construction du vec teur PTG941 (figure 14^ 
PTG909 contient 2 sites Ndel f 1'un au codon 

IPN!y Part ^ IFN " Y ^ 1,aUtre " bP 6b aVal dS 13 s ^ uen « 



20 



25 



30 



La region entre ces sites qui est la region 
codant pour les 7 premiers amino-acides de IFN- Y a ete 
eliminee par traitement avec Ndel et remplacee par un 
oligonucleotide synthetique qui est represents sur la 
figure . 
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Cette reaction detruit le Bite Ndel aval et recons- 
titue le site Nde l amont tout en introduisant un site BamHI 
qui est unique. On obtient ainsi le vecteur pTG94l. 

Construction de PTG9S1 ( figure 15) . 

La figure 15 schematise la construction de pTG95l 
qui est derive de pTG941 dans lequel le fragment con tenant 
le cllrbs a et€ remplacfe par une sequence synthetique sur 
la base de la sequence de la region d' initiation de la 
traduction de l'operon coli lac note E;_ coli lac operon 
rbs. Cet oligonucleotide synthfitique a €t€ insert au niveau 
du site Hgal entre le site unique Nde l du codon de depart 
de la sequence codant pour IFN-y et le site Clal qui a 6t6 
insert dans le gene N. 

De ce fait par traitement avec Nde l et Cla l le 
plasmide pTG951 ne contient plus qu'un gene N tronque (un 
codon stop en phase avec la traduction du gene N est place 
immediatement en amont du nouveau site rbs) et est depourvu 
des terminateurs de transcription tLl et tRl presents dans 

PTG909 et pTG941. 

Les principaux resultats sont rappelfis dans le 

tableau ci-apres : 



KOM PROMOTEUR RBS SEQUENCE DE P BS ET JONCTION AVEC LA SEQUENCE 
pTG909 



PL 



fmet cys tyr cys gin asp pro 
ClI TAAGGAAGTACTTACATATG TGT TAC TGC CAG GAC CCA 



pTG941 PL 



pTG951 PL 



fmet cys tyr cys gin asp pro 
ell TAAGGAAGTACTTACATATG TGC TAC TGT CAG GAT CCC 

fmet cys tyr cys gin asp pro 
SYNTH CACAGGAACAGAGATCTATG TGC TAC TGT CAG GAT CCC 

(lac) 

BglH 
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Les exemples ci-apres sont destines a illustrer 
la preparation du variant HV2 modifie a son extremite 
N-terminale. 

Sur les figures annexees : 
. la figure 16 represente une courbe de 1' activity hirudine 
induite dans une culture de E. coli TG900 contenant 
PTG720 ; 

. la figure 17 represente un spectre d»analyse des proteines 
marquees au S des extraits de E. coli TG900 contenant 
PTG720. 

Preparation de HV2 mo difie 

La construction du plasmide pTG720 exprimant 
1* hirudine selon 1' invention est obtenue selon le 
meme processus que le plasmide pTG7l8 deer it 
precddeiranent en partant de pTG717 et de pTG927. 

On assemble le fragment Ndel/PvuII de 
PTG927 avec le fragment Hinfl/Ahalll de P TG717 par 
1 ' intermediaire d ' oligonucleotides adaptateurs , d§crits 
ci-apres, af in de reconstituer a l'extremite N terminale 
de 1' hirudine la sequence ile - thr. 
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Le melange de ligation est utilisS pour 
transformer E. coli TG900 et les transf ormants contenant 
des plasmides sont s§lectionn§s sur plaque de L agar 
contenant 100 yg/ml d'ampicilline. Les constructions 
5 qui contiennent la sequence de I'hirudine sont 

identififies par hybridation des colonies en utilisant 
un insert marqu§ de pTG717 comme sonde. 

La sequence d'ADN du plasmide final a St6 
contrfilfie par sfiquengage direct de l'ADN dans le 
10 plasmide d 'expression. 

Expression de 1' activity hirudine par pTG720 
Des cellules de E. coli TG900 contenant le 
- plasmide pTG720 sont mises en croissance sur milieu LB 
15 plus 50 yg/ml d'ampicilline a 30°C jusqu'a une densit§ 

optique 600 de 0,3, 

Les cultures cellulaires sont alors 
transferees & 37 °C pour induire la transcription a 
partir du promoteur P T . 
20 On preiSve heure par heure 1 ml d'une 

aliquote et la densitS 3 600 nm est mesur^e, puis les 
cellules sont collectSes par centrifugation. 

Le culot de centrifugation est remis en 
suspension dans 200 vl de TGE (25 mM Tris HC1, pH 8,0, 
25 56 mM glucose, lO mM EDA) et les cellules sont lysSes 

par sonication. 

AprSs clarification, le surnageant est 
collects et 1' activity antithrombine est mesurfie, 
soit par I'essai de coagulation ou par dosage color i- 
30 m§trique de l 1 inhibition de la coupure du substrat, 

tosyl-glycil-prolyl-arginine-4 nitroanilide ac§tate 
(Chromozym TH f Boehringer Mannheim GmbH) par une 
solution de thrombine standard. 
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La reaction est conduite dans un volume 
rfiactionnel de 1 ml en utilisant 13 yM de substrat 
dans un tampon compose de 100 mM Tris HCl, pH 8,0, 
0,15 M KCl, 0,1 % de polyethylene glycol 6000. 

La reaction avec 0,25 U de thrombine est 
suivie pendant 2 minutes grace a un spectrophotomStre 
a 405 nm et la Vitesse de r§action est mesurfie a 
partir de la pente d f accrois semen t de densit€ optique. 

De l f hirudine standard ou des extraits 
inconnus sont ajoutfis & ce melange r§actionnel de 
thrombine pour determiner la quantity d 1 inhibition 
ou 1' activite antithrombinique. 

La figure 16ci-annex€e montre I'effet de 
1* induction de !• activite antithrombinique d'une 
culture de cellules con tenant pTG720 exprimS en 
units an ti thrombine pour line density optique de 600 
par litre de culture et ceci sur une p£riode de 
6 heures. 

La ligne pointillSe indique la courbe de 
crolssance des cellules de E. coli mesurfie Sl une 
densite optique de 600 pendant la m£me p§riode. 

On observe une activite de type hirudine 
prSsentant un niveau significatif grSce a I 1 induction. 

Des lysats de contrCle des cultures contenant 
le plasmide sans la sequence hirudine ne pre sen tent 
aucune activite. 

Lorsque ces lysats bacteriens sont chauffes 
Si 70°C pendant 15 minutes aprfes acidification 3 pH 2,8 
avec HCl, une quantite considerable de prot§ines 
est d€natur6e et precipitee. Lorsque celle-ci est 
eiimin€e par centrifugation de 1'extrait refroidi et 
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le surnageant neutralise par addition d'un tampon 
Trie HC1 (concentration finale 100 mM, pH 8,0) au 
moins 100 % et eouvent plus de l^ctivite de depart 
se retrouve dans le surnageant. 

Dans une experience typique, 130 % de 
l'activite de depart se retrouve dans le surnageant. 

Aucune activity rfisiduelle n'est trouvee 
dans le materiel precipitfi dans le culot. 

Lorsqu'un extrait bacterien, chauffe et 
acidifife aprfes ref roidis semen t , centrifugation et 
neutralisation (200 pi contenant 5 ATUs d'hirudine) 
est incub§ pendant 15 minutes a 37°C avec 100 yl 
d'une bouillie a 50 % de thrombine couplee de facon 
covalente a une r§sine Sepharose (preparee par des 
15 procedures standards) et lorsque la Sepharose 

thrombine est €limin€e par centrifugation, aucune 
activitS de type hirudine ne peut se trouver dans le 
surnageant . 

Ainsi, 1* hirudine produite par pTG720 a 
les memes proprietes generales que la molecule native 
et que celle qui est obtenue par pTG717 et pTG7l8. 

Les polypeptides specif iquement induits 
dans la culture de pTG720, apres marquage avec la 
methionine S , resolution par 61ectrophorese sur gel 
25 de polyacrylamide et visualisation par fluorographic, 

sont repr§sentes 3 la figure 2. Une s€rie de poly- 
peptides de petit poids moleculaire (5 a 10 OOO daltons) 
sont plus particulierement induits. 
Sur la figure 17, 
30 • la Hgne 1 represente les cellules non induites, 

. la ligne 2 1' induction a O heure , 
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la ligne 3, 1 heure d' induction, 
la ligne 4, 2 heures d' induction, 
la ligne 5 : margueurs de poidB moleculalre, 
. La ligne 6, 3 heures d' induction, 
la ligne 7, 4 heures d' induction, 
la ligne 8, 5 heures d" induction, 
la ligne 9, 6 heures d* induction, 
la ligne 10, 7 heures d' induction. 
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Les exemples suivants sont destines a illustrer 
la preparation de l'hirudine HV1 . 

Etude du o ene HV1 et strategie de svnth?» S p 
La strategie de synthese pour la preparation du 
gene de l'hirudine HV1 comprend differentes etapes. 

Tout d'abord, comme 11 n'y a aucune difference 
en amino-acides entre HV1 et HV2 apres 1 'amino-acide 53, 
comme cela ressort de la figure 18, et comme il y a un 
site unique TaqI dans le cADN de HV2 clone dans pTG717 
qui est centre sur 1 'amino-acide 56, <figureis>), la 
sequence d'ADN du variant HV1 apres 1 'amino-acide 56 
peut etre fournie par le fragment Taql-PstI de pTG717. 

C'est pourquoi seul 1 *ADN codant pour les 56 
premiers amino-acides de HV1 doit etre synthetase 
1 5 chimiquement . 

Cet ADN a et<§ synthetis<S en deux blocs separes. 
Le premier, represents sur la figure 2Q d6bute par un 
site cohesif EcoRI qui est es sent iel lenient destine au 
clonage, immediatement suivi par un site Ndel qui 
incorpore le codon d' initiation ATG avant la sequence 
codant pour HV1 . Le gene complet peut etre preleve en 
utilisant le site Ndel a l'extremite 5' pour 1' insertion 
dans un vecteur d' expression dans E. coli . Cette partie 
est suivie par une extension d'ADN codant pour les 
amino-acides 1 a 32 de HV1 et peut etre terminee par 
une extremite cohesive BamHl, car les amino-acides 31 
et 32 sont gly et ser et peuvent etre cod<Ss 

par un site BamHI comme cela est represente : 

BamHl 

30 GGATCC 

gly ser 
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Cette partie d 'ADN synthetique qui presente 109 bp 
est assembiee par condensation de ses oligonucleotides 
constituants puis plac6e par ligation dans le phage 
M13mp8 coupe par EcoRI/BamHI de fagon h conduire 
h la construction M13TG724. Comme I'ADN synthetique est 
contenu dans la region polylinker du phage Ml 3, il 
peut 6tre immediatement sequence pour verifier 1 1 assemblage 
correct de ce premier bloc synthetique. 

Le second bloc synthetique correspond aux amino- 
acides 33 h 56 et est limits h une extremite par un site 
cohesif BamHI et h l'autre extremite par un site TaqI 
(figure 21) . Ce bloc synthetique de 69 bp est de nouveau 
assemble k partir de ses constituants oligonucleotides 
puis incorpore avec le fragment Taql/PstI provenant 
de pTG717 dans M13TG724 coupe par BamHI/PstI 
comme cela est indique h la figure 21 , Ceci conduit £ 
un phage M13TG725 qui contient la sequence codant pour 
HV1 en entier. Comme pr£c6demment , 1" assemblage correct 
de cette construction peut 6tre immediatement vdrif ie 
par s^quencage. 

L'etape suivante comporte le transfert du 
fragment Ndel/Ahalll qui commence avec 1 1 ATG de la 
sequence de I'hirudine et se termine dans une region 
non traduite h 1 'extremite 3 1 dans le plasmide pTG927 
coup6 par Ndel/PvuII. Ce vecteur d f expression est 
identique h celui qui a ete utilise pour construire le 
vecteur d* expression hirudine HV2 pTG720 et sa structure 
et sa construction ont dej& ete decrites. Le vecteur 
d f expression final codant pour le variant HV1 est 
appeie pTG726 et est represente £ la figure 22. 
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La sequence exacte des oligonucleotides utilises 
pour la construction de ces deux blocs est indiguee a 
la figure 23. Le bloc 1 s'etend du site EcoRI au site 
BamHI et est compose de 8 oligonucleotides ayant des 
tallies de 22 a 32 bases. Le bloc 2 s^tend entre le 
site BamHI et le site Tagi et est compose de 6 oligo- 
nucleotides ayant des tallies s 'echelonnant entre 19 et 
30 bases. 

Les oligonucleotides sent synthetises par une 
procedure au phosphotriester manuelle sur un support 
de silice (reference 31) et sont purifies en utilisant 
des techniques HPLC ou l'elution a partir de gel de 
polyacry lamide . 

La sequence exacte des oligonucleotides utilises 
pour la partie synthetique du gene est choisie en 
considerant les parametres suivants : 

a) le choix des codons, lorsque cela est possible, est 
celui des genes qui sont exprimes a des tres hauts 
niveaux dans E. coli • ce choix est fait en utilisant 
les donnees publiees (ref.: 32, 33) ; 

b) 1 'analyse par ordinateur de chacun des oligonucleotides 
mdividuellement, et ensuite dans la sequence complete, 
de fagon a eliminer des structures pouvant former des 
"epingles a cheveux" ; 

c) le choix de l'extremite N-terminale de la molecule 
d'hirudine correspond & 1 'utilisation pref erentielle 
de certains codons pour obtenir des bases dans 
certaines positions de cette region dont on a montre 
qu'elles etaient importantes pour une expression 
elevee de prolines etrangeres dans E. coli . 
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Assemblage du gene svnthetigue 

Les oligonucleotides conBtituant ce bloc, 1-8, 
(figure 23) sont phosphoryles a leur extremity 5' avec 
la polynucleotide kinase dans des conditions standards, 
sauf pour les deux oligonucleotides des extr&nes 1 et 8 . 
Ceci est destine a eviter la formation de dimere ou de 
polymere du bloc synthetique dans les etapes suivantes 
de ligation. 500 picomoles de chacun des oligonucleotides 
sont kinatees en utilisant 2 unites de polynucleotide 
kinase dans un volume final de 25 ul de 60 mM TrisHCl, 
P H 7,5, 10 mM MgCl 2 , 8 mM dithiothreitol , contenant 
egalement 3,3 pmoles de 32 P y— ATP , dont 1* activity 
specif ique est de 5000 Ci/mmole. Apres incubation 
pendant 15 minutes a 37°C, les oligonucleotides sont ensuite 
phosphoryles complement par addition de 5 mmoles d'ATP froid. 

Apres incubation pendant 15 minutes supplementaires 
a 37 °C, les oligonucleotides sont purifies par electro- 
phorese sur gel de polyacrylamide a 20 % conduite dans 
des conditions denaturantes . Les oligonucleotides marques 
sont detectes par autoradiographie , les regions appropriees 
du gel sont excisees et les oligonucleotides elues par 
H 9 0 durant une incubation d'une nuit a 37 'C. 
2 Les oligonucleotides sont alors charges sur des co- 

• lonnes de DEAE-cellulose, elues par un tampon bicarbonate 
de triethylammonium 1 M pH 8 et lyophilis6s. 

Pour les oligonucleotides 1 et 8 non kinates - - 
et non marques, la purification de gel est conduite 
comme precedemment mais les oligonucleotides sont 
detected par absorption UV. 

Les fragments complementaires (1+5, 2+6 ...) 
sont melanges, en utilisant des quantites equivalentes , 
!00 picomoles de chacun des oligonucleotides dans un 



BNSDOCID: <EP 0158564A1_I_> 



49 



01 58564 



10 



15 



volume final de 50 ,1 de 66 mM Trls HC1 p H 7.3. 6 mM 
MgCl 2 . 100 mM NaCl. o.5 mM Spermidine. 8 mM dithio- 
threitol. Ces melanges sent chauffes a 100'C et refroidis 
lentement a 37'c pendant 2 heures. Les solutions sont 
melangees pour donner des hybrides avec 4 oligonucleotides 
dans 100 ,1. Les melanges sont finalement rassembles et 
les 8 oligonucleotides sont mis aapparier une nuit h 37 * c 
dans un volume final de 200 „l. 0,005 picomoles des oligo- 
nucleotides apparies sont lig.ues avec 25 ng de 
M13mp9 digere par BamHI /EcoRI et purifie sur gel. 

' dans un volume final de 20 ul d'un melange de 
ligation contenant 66 mM Tris pH 7,5, 6,6 mM MgCl , 
10 mM dithiothreitol, 0,5 mM ATP. 2 

La ligation se poursuit a 15°C pendant 24 heures, 
suivie de nouveau par 24 heures a 4°c. Le melange de 
lxgation est alors utilise pour transformer E. coli JM103 
A partir des nombreuses plaques blanches obtenues par 
transformation, on selectionne 8 candidats. on prepare 
les adn des phages monobrin et on les soumet a un 
s^guencage d 'ADN direct par la methode de termination de 
chaine dideoxy (ref. 34) . De ces candidats, deux sont trouv^s 
contenir 1 'assemblage correct d 'oligonucleotides 
correspondent au bloc 1 de la figure 23 et 1'un d'entre eux 
est designe comme etant M13TG724 et utilise dans l'etape 
25 suivante . 

§§Sond_blgc_synth#tigue_et_ 
12,ensemble_du gfene 

Pour assembler le second bloc synthetique, on 
utilise essentiellement la meme strategie que celle qui 
30 a ete decrite precSdemment , h 1 'exception du fait que 

les constituents oligonucleotides ne sont pas prepurifies 
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avant l f 6tape d'appariement mats sont plutftt kinates 
(sauf pour les oligonucleotides terminaux 9 et 14 - 
figure 23) puis directement apparies . Les conditions de 
d 'appar ienent Bont les m6mes que celles qui ont £t£ 
decrites pr6c6demment avec 100 picomoles de chacun des 
oligonucleotides dans un volume final de 150 pi. 

Aprfes l'etape d'appariement , le melange est 
charge sur un gel d' agarose i 2 % (agarose h basse 
temperature de fusion) puis passe en electrophoreses 
Les oligonucleotides sont detectes par coloration au 
bromure d'ethydium et les bandes correspondant au bloc 
assemble (69 bp) sont coupees du gel et eiu6es par 
des procedures standards. 

Le second bloc synthetique (2 ng) est ensuite 
melange avec 50 ng du phage M13TG724 coupe par Pstl/BamHI 
et purifie sur gel et 2 ng d'un fragment Taql/PstI de 
pTG717 purifie sur gel, L v ensemble de ces elements est 
assemble dans un volume de 20 ul de 66 mM Tris HC1 
pH 7,5, 6,6 mM M5Cl 2 ,chauffe h 65 °C pendant 5 minutes, 
et on ajoute DTT jusqu'Si 10 mM, ATP jusqu'Si 0,5 mM et - 
5 unites de ligase T 4 - La ligation est poursuivie 
pendant 16 heures h 15°C puis le melange de ligation est 
utilise pour transformer E. coli JM103. 

A partir des plaques blanches parmi les trans- 
formants, on en choisit 12 qui sont seiectionnees pour 
preparer un phage monobr in pour sequengage direct. 
En outre, le phage est dgalement prepare sous forme double 
brin (r6f .35) pour etudier 1' existence d'un site unique 
BamHI qui doit §tre present dans les recombinants 
correctement assembles- La majorite de ces clones 
contiennent £ la fois le site BamHI et la sequence d'ADN 
correspondant k 1 'assemblage correct de 1 'ensemble du 
gfene codant pour HV1 . On choisit l'un de ceux 1£ denomme 
M13TG725. 
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^22Sfert.du.g|ne.HV1.dans.le.vecteur d 'expression 
L'etape finale pour order le plasmide vecteur 
capable d'exprimer la proteine HV1 consiste a transferer 
le segment de 248 bp Ndel/Ahalll de M13TG725dans P TG927 
coupe par Ndel/PvuII U igure22 > . Toutef ois , 

comme la forme replicative du phage avec ce type 
de digestion conduit a un second fragment de Ml 3 ayant 
pratiguement la meme taille mais qui se clone de facon 
Plus efficace dans le vecteur d 'expression que le 
fragment desirS, il a ete n^cessaire tout d'abord de 
preparer un fragment Avall/Bglli (1,71 kb) qui contient 
1 'ensemble de la sequence hirudine HV1 puis de le 
digerer avec Ndel/Ahalll. Ce produit de digestion sans 
autre purification a ete li gue dans le vecteur 
d 'expression pTG927 apres coupure Ndel/PvuII. Parmi les 
transformants de e. coli TGE900, la construction correcte 
PTG726 a ete identifiee par la presence d'un site unique 
BamHI derivant de la sequence du gene HV1 et ensuite 
par une analyse de sequence d'ADN directe. 

Expression de l'activit e biologic^ de 1 'hirudins 
HV1 avec PTG726 ~* 

Le vecteur d 'expression pTG726 comporte un 
promoteur thermo-inductible, le promoteur P promoteur 
majeur gauche du bacteriophage X. Comme ce promoteur 
est bloque- par un represseur thermosensible code par 
l'hdte, le gene de l'hirudine HV1 n'est pas transcrit 
pendant la croissance a 30°C. Toutefois, lorsque la 
temperature est elevee au-dela de 37«C, la transcription 
de ce gkne est induite. 

La figure 24 montre les courbes de croissance 
et 1 'induction de l'activite antithrombinique dans une culture 
de e . coli pTG726 mis en croissance a 30°C jusqu'a une 
densite optique de 0,3 a 600 nm, puis avec une induction 
h 37°C. 
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L' activite hirudine est mesuree par la capacite 
des extraits soniques des cellules bacteriennes d'lnhiber 
1 'activite de la thrombine bovine dans sa capacite a 
cliver des substrats chromogenes . 

II est clair que des quantites signif icatives 
d 'hirudine sont induites dans les cultures de pTG726. 
Environ 3 a 4 0O0 unites antithrombine/DO/litre de 
culture, mais cette activite decline rapidement dans le 
temps. Cet effet est bien reproductible avec un pic 
d' activite 3 heures apres 1' induction, suivie d'une 

6tape de d6clin. 

La nature de cette courbe d' induction est tres 
caracteristique et reproduotible et differe signif icative- 
ment de celles qui ont ete observes precedemment avec 
le vecteur d 'expression P TG720 qui, par induction, 
exprime 1 'hirudine variant HV2. Ce variant est induxt 
beaucoup plus lentement (figure 25A) avec un temps de 
latence d« environ 2 heures, 1' activite augmente pour 
atteindre pratiquement le meme niveau que celle de 
PTG726 (figure 25B) mais alors demeure constante sans 
aucune indication de declin. Comme les deux variants 
d 'hirudine ont ete produits en utilisant exactement le 
meme vecteur d 'expression dans exactement la meme 
cellule h6te E . coli TGE900, cette difference dans 
1- induction et la stability doit etre certainement 
reliee a des differences dans les structures primages 
entre HV1 et HV2. Ceci peut, en outre, refleter une 
difference dans les resistances a la digestion proteo- 
litique entre les deux variants et P eut etre une 
indication d'activite biologique differente ou d'un r61e 
biologique different pour les deux variants. De telles 
differences dans la stabilite et autres propri^tes 
biologiques peuvent eventuellement etre mises a prof xt 
dans 1' utilisation de ces hirudines. 
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La difference dans 1 'expression de HV1 et HV2 
dans E . coli peut se remarquer egalement par analyse 
"pulse-labelling" de cellules E . coll TGE9O0 trans- 
ferees par deux vecteurs d 'expression differents. 
Comme les deux variants hirudine sont tres riches en 
cysteine (environ 10 % de la molecule), et conune cet 
amino-acide est assez rare dans les proteines de 
E^_coli, la cysteine 35 g est tres utile comme marqueur 
radioactif de . 1 'expression de 1 'hirudine. Les cellules 
de E. coli transformers par pTG726 sont mises en croissance 
a 30-C jusqu'a une densite optique de 0,3 determinee 
dans LB + ampicilline (100 ng/ml) puis induites pour 
exprimer le variant HV1 par augmentation de la tempera- 
ture a 37 °C. 

A intervalle regulier d'une heure, on preleve 
un aliquote de 200 W l de la culture et on ajoute 
70 uCi de cysteine 35 g (activate specifique 1000 Ci/mmole) 
pendant une periode de marquage de 2 minutes. Puis, un 
large exces, environ 2 ml, de tampon phosphate salin froid 
est ajoute, les cellules sont collectees par centrifugation 
et les proteines marquees des cellules entieres sont 
analysees en faisant bouillir le culot pendant 5 minutes 
dans 40 nl d'un tampon de charge d'un gel SDS(50 mrt Tris 
HC1, P H 6,8, 1,3 % SDS, 5 % glycerol, 2,5 % B-mercapto- 
ethanol, 0,004 % Bromophenol Blue) et charge de 5 ul sur 
un gel 15 % SDS-polyacrylamide (protocole de Laeml i- r< i f . 36) 
Apres electrophorese, le gel est soumis a une fluoro- 
graphie suivie par une autoradiographic . 

Les resultats montrent une induction d'une 
serie de bandes dans la region des 6 000 a 12 O00 daltons, 
correspondant a 1 'hirudine. Ces bandes ne sont que 
faiblement marquees avec les extraits de E . coli / P TG726 
(variant HV1 ) alors qu'elles sont tres fortement marquees 
avec les extraits de E^_cpli/ P TG720. 
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Cette difference tree nette dans la phyaionomie du 
marquage apparalt en depit du fait que les deux 
cultures presentent a peu pres le meme niveau d'activite 
antithrombinique . 

Autres proprietes du recombinant HV1 d e l'hirudine 
L'une des caracteristiques de l'hirudine naturelle 
et egalement du variant HV2 prepare par E. coli est sa 
resistance au traitement par la chaleur dans des conditions 
de pH assez bas. Ceci est egalement valable pour le 
variant HV1 prepare a partir de E. coll. One culture 
induite pendant 3 heures de cellules de E. coli trans- 
formees par P TG72 6 est collectee par centrif ugation , 
resuspendue dans 1/5 du volume de culture de TGE 
(50 mM Tris HC1 pH 8,0, 50 mM glucose, 10 mM EDTA) et 
les cellules sont brisees par sonication. Les debris 
cellulaires sont elimines par centrifugation et une 
partie du surnageant est utilisee directement pour la 
determination de l'activite antithrombinique. 

Une autre partie est ajustee a pH 2,8 avec de 
l'acide HC1 dilue puis chauffee a 70°C pendant 15 minutes. 
L' ensemble est alors refroidi sur de la glace pendant 
3D minutes et les proteines insolubles denaturees sont 
eliminees par centrifugation. Le surnageant est neutralise 
par addition de KaOH dilue puis l'activite antithrombinique 
est mesuree. Apres avoir pris en compte les petites 
modifications de volume dues a 1' acidification et la 
neutralisation, on peut calculer que 100 % de l'activite 
originale survit a ce traitement acide/chaleur . C'est 
pourquoi le variant HV1 est identique a l'hirudine 
naturelle et au variant HV2. 
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!»• activite hirudine HV2 t»eut , 
complement prelevee d'un extrait h !! ***** 
de la thrombine l iee de f«™ Da cterien en utilisant 

Sepharose. Un ^tVriTi^ J *V - 
et chaleur puis neutral isl^r^ 6 ^ aciae 

anti thr o mbi n P ig ue Cr^^.n"^: ? ' ? 

suspension a 50 % de th * aV<5C 50 ^ <*'une 

15 minutes > 3 7°c Le ^"^^Ose p endant 

teste pour son activite ant L K Pageant est 

^ 1 'activite antithroli P1US de 95 % 

Amines par traitor T d '° ri9ine ^ 

est capable de se l ier a i! !h - ^_coli 

billes de sepharose thr ° mblne fi ^ e ~ 

Les souches suivantes ont ete <14™*a , 
a la Collection Nationaie de Cultu! es ^ " " 1985 

(CNCM) - 28 rue du Doc^ ! UltUres de "icroorganisme. 

E. Coli TGE900 V T teUr " ROUX ~ 7572 ^ PARIS CEDEX 15 : 
TGE900 transforms par P TG71 8 

n° 1-427 

E. Coli TGE9GO transferee par P TG720 
n° 1-428 

E. Coli TGE900 transforms par P TG726 
n° 1-429 
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REVEND I CATIONS 

1) Vecteur de clonage et d 'expression dans une 
cellule hote de 1'hirudine ou d'un analogue de 1'hirudine, 
caracterise en ce gu'il comporte le gene codant pour 

1 hirudine ou un analogue de 1'hirudine et les elements 
d expression de ce gene dans ladite cellule hote. 

2) Vecteur selon la revendication 1, caracterise 
en ce gu6 le gene codant est sous la promotion d'un 

ZlZTl hACt§ l len ^ ^ l6dit Pr ° m0teUr bact6ri - est 
precede d'une region codant pour 1' initiation de la 

traduction. " * 

3) vecteur selon la revendication 2, caracterise 
en ce qu'il comporte : 

. l'origine de replication d'un plasmide bacterien 

. un promoteur, en particulier tout ou partie d'un pro- '■ 

moteur du bacteriophage A : P L , p ou P' ; 
. une region codant pour 1' initiation de ll traduction 

incorporant 1'ATG soit de l'extremite 5' du gene de 

1'hirudine, soit de 1 'extremite S ' du gene de 1'hirudine 

fusionne en 5' avec une autre proteine. 

4) Vecteur selon la revendication 2, caracterise 
en ce que l'origine de replication est l'origine de 
replication de pBR322. 

5) Vecteur selon l'une des revendications 3 et 4 
caracterise en ce que la region d- initiation de la 
traduction comporte tout ou partie de la sequence d' ini- 
tiation de la traduction de la proteine ell du bacterio-' 
phage A nomm£ cllrbs. 

6) Vecteur selon l'une des revendications 3 et 4 
caracterise en ce que la region d' initiation de la tra- ' 
duction comporte tout ou partie de la sequence : 

ATAACACAGGAACAGATCTATG 
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7) Vecteur selon l'une des revendications 3 6 6, 
caracterise en ce qu'il comporte, en outre, tout ou partie 
du gene N du bacteriophage X. 

8) Vecteur selon l'une des revendications 1 a 7, 
caracterise en ce que le gene codant pour l'hirudine 
debute, apres la sequence de depart, par un codon ile et 

un codon thr . 

9) Vecteur selon la revendication 8, caracterise 
en ce que le gene codant pour l'hirudine debute par : 

5' - GTA GTT - 3* 
CAT CAA 

10) Vecteur selon la revendication 8, caracteris6 
en ce qu'il comporte la sequence au depart du gene de 
l'hirudine : 

ATG ATT ACG 
TAC TAA TGC 

11) Vecteur selon la revendication 10, caracterise 
en ce qu'il comporte la sequence suivante au depart du 
gene de l'hirudine : 

ATG ATT ACG TAT ACA GAC TGC ACA 
TAC TAA TGC ATA TGT CTG ACG TGT 

12) Vecteur pTG720. 

13) Vecteur selon l'une des revendications 1 a 12, 
caracterise en ce qu'il comporte, en outre, un gene 
conferant la resistance a un antibiotique . 

14) vecteur selon la revendication 13 caracterise 

R 

en ce qu'il comporte le gene Amp . 

15) Vecteur selon la revendication 14, caracterise 
en ce qu'il s'agit du plasmide P TG7l8 ou P TG719 . 

16) Vecteur selon l'une des revendications 1 a 15, 
caracterise en ce que entre le codon ATG d' initiation et 
le premier codon codant pour l'hirudine ou un analogue de 
l'hirudine se trouve une sequence codant pour une autre 
pro*t§ine . 
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18) Cellule selon la revendication 
en ce „. U e . aglt d . une b.^^"""" 0 " 17 ' «"« 6 rls 6 e 

en ce 9 „"i ^u'd^ 1 " »• carac«r is .e 

4 iA 8 a 9lt d'une eouche de E coli 

analogue d- hirudine. car.ct«rle« en e. gu-on cultlv! 

21) Proc6d6 selon 1. revendication 20, earactfaisS 
en ce q „e l-H^dlne „ t r6cup6r6e , ; pioS ZtT 
culture per chaufrage 3 pH acide suivi d-uue decantatlon! 

1 hirudine ou eon analogue etant rtoupSrt dans le 
surnageant. 

22) Precede selon 1'une des revendlcations 20 et 21 

:::r ce que i,hirud±ne « st »' 

sur une resine portant de la thrombine, puis elution de la 
resine apres fixation avec un cc^titeur de 1- hirudin. 

23) Hirudine ou analogue de l'hirudine obtenus 
par la mise en oeuvre du precede selon 1'une des reven- 
aications 20 i 22 . 

24) Hirudine ou analogue de 1 'hirudine selon la 
revendication 23 , caracterise en ce gu'ils ont ete 
modifies par une reaction ohixnigue ou enzymatigue . 

25) Hirudine comportant tout ou partie du peptide 
suivant : 



OCT CAT TTC GAA GAA ATT CCA GAA CAA TAT TTA CAA 
Clf Amp K« CJ« Cti II* Fr« OU CU T?r U* CU 
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26) Hirudine variant de la formule de 1 -hirudins 
de la revendication 25, caracterisee en ce que : 

1 ile » val 

2 thr ► val 

27) Hirudine variant de la formule de 1 'hirudine 
de la revendication 26, caracterisee en ce que 

24 
33 
35 
36 
47 
49 

28) Hirudine selon 1-une des revendications 23 a 25. 
caracterisee en ce qa-.ll* ne con*orte pas de glycosylate 

ou de sulf afcation. 

29) Co-position pharrcaceutique caracterisee en ce 

qu-elle conporte co^ne principe actif une hirudine on 
analogne de 1 •hirudin, selon 1-une des revendxcatrons 23 

30) utilisation de 1-hirudine selon 1-une des 
revendications 23 a 28 narguee pour la fabrication d-un 
agent de diagnostic de la fomation des caillots chez 

l'honnne ou 1' animal. 

31) Circuit extracorporal sanguin caracterise en 
ce qu-au »oins une partie du circuit en contact avec le 
slTest revetue d-hirudine selon 1-une des revend.cat.ons 

" ^ 28 ' 3 2) Precede de separation d'un facteur de 
coagulation a partir de san, ou d-une fraction sanguine . 
carlcterise en ce que ladite separation est effectu.e 
en presence d-hirudlne selon 1-une des revend.cat.ons 23 
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FIG.7 
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FIG. 8 
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